Zellautonome angeborene Immunantwort in humanen Endothelzellen auf die Infektion mit Chlamydophila pneumoniae by Laak, Claudia van
Zellautonome angeborene Immunantwort in 
humanen Endothelzellen auf die Infektion mit 
Chlamydophila pneumoniae 
D I S S E R T A T I O N 
zur Erlangung des akademischen Grades 
d o c t o r   r e r u m   n a t u r a l i u m 
(Dr. rer. nat.) 
im Fach Biologie 
eingereicht an der 
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät I 
der Humboldt-Universität zu Berlin 
von 
Diplom Biologin Claudia van Laak 
Präsident der Humboldt Universität zu Berlin 
Prof. Dr. Jan-Hendrik Olbertz 
Dekan der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät I 
Prof. Stefan Hecht PhD 
   Gutachter: 1. Prof. Dr. T.F. Meyer
2. Prof. Dr. R. Lucius
3. Prof. Dr. B. Opitz










































Beginnen möchte ich mit der Person, der meine Dissertation gewidmet ist, meinem Vater. Ohne 
seine grenzenlose und uneingeschränkte Unterstützung wäre ich nicht dort wo ich jetzt bin. Ich 
möchte ihm für die Ausdauer, Ruhe und Geduld danken, womit er mir stets zur Seite gestanden 
und mich immer wieder darin bestärkt hat, an meinen Zielen festzuhalten.  
Der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Infektiologie und Pneumologie verdanke ich die 
glücklichste Fügung meines Lebens. Ohne ihre Existenz wäre mir der Mann, der meine innere 
Ausgeglichenheit und Stärke stets aufgebaut und gefestigt hat und mir auch in 
wissenschaftlichen Fragestellungen jederzeit hilfreich zu Seite stand, nie begegnet. Ich danke Dir 
Vincent für deine Toleranz, deine Engelsgeduld und deine Liebe die mich während der Zeit der 
Erstellung dieser Arbeit begleitet und getragen hat. Ich gewann durch Dich eine großartige 
Familie, die mir stets die nötige Sicherheit und Motivation vermittelt hat, ohne die diese Arbeit 
nicht möglich gewesen wäre. Uneingeschränktes Vertrauen in die liebevolle Betreuung meines 
Sohnes Theodor durch meine Schwiegereltern Gerhard und Cornelia van Laak ermöglichten es 
mir, meine volle Aufmerksamkeit dem Fortkommen dieser Arbeit zu widmen. Dafür danke ich 
Ihnen von Herzen. 
Bereits während meiner Diplomarbeit habe ich von der stets motivierenden Betreuung meiner 
wissenschaftlichen Arbeit durch Dr. Julia Eitel profitiert. Umso mehr bedauerte ich ihren 
Weggang aus der Forschung um sich neuen beruflichen Zielen zu widmen. Ich danke ihr für ihre 
Unterstützung und vor allem für die Vermittlung des facettenreichen „know-hows“ in der 
Chlamydienforschung. 
Mein ganz besonderer Dank gilt Herrn Prof. Bastian Opitz für die Bereitstellung des Themas und 
die intensive Betreuung meiner Dissertation. Ohne sein enormes fachliches Wissen, seine Ideen 
aber auch seine Kritik, wäre mein Forschungsprojekt niemals soweit gekommen.   
Mein Dank gilt auch Herrn Prof. Meyer vom Max-Planck-Institut für Infektionsbiologie in 
Berlin für das Interesse an meiner Arbeit und die Übernahme des Erstgutachtens. 
Prof. Dr. med. Norbert Suttorp danke ich, dass ich die vorliegende Arbeit in seinem Labor der 




Ich danke der Jürgen Manchot Stiftung für die Bewilligung eines Doktorandenstipendiums, 
welches mir die Durchführung dieser Arbeit erst ermöglicht hat. 
Der gesamten Arbeitsgruppe, besonders Bastian, Julia, Janina, Maya, Janine, Uwe, Juliane, 
Karolin, Steffi, Elena und Jan danke ich für die unglaublich nette Atmosphäre, den fachlichen 
Austausch, den Zusammenhalt, die Unterstützung im Labor und vor allem für den Spaß den wir 
zusammen hatten. 
Ute Gläser danke ich für die technische Unterstützung, nicht zuletzt aber auch für unsere 
freundschaftliche Zusammenarbeit, und ganz besonders dafür, dass sie mir gezeigt hat wie 
wichtig es ist jeden Tag mit einem Lächeln zu begegnen. Frauke Schreiber, Doris Stoll, Janis 
Hantke, Jacqueline Hellwig und Annika Kühn danke ich ebenfalls für die technische 
Unterstützung, insbesondere bei der Zellkultur und Chlamydienanzucht. 
Meiner lieben Jenny danke ich, dass sie die Zeit, die sie nicht hat, investiert hat um diese Arbeit 
zu lektorieren. Je l'en remercie de tout coeur. 
Abschließend gilt mein herzlicher Dank auch meinem Großvater Rudolf Fischer, der die 
Fertigstellung dieser Arbeit leider nicht mehr miterleben kann, mir aber durch seine Geduld, 
insbesondere jedoch durch seine uneingeschränkte Unterstützung seit Beginn meines Studiums, 





A. bidest  Aqua bidestillata, zweifach destilliertes Wasser   
AP-1  aktivierendes Protein 1 (engl.: „activating-protein-1“) 
APS Ammoniumpersulfat 
C.p. Chlamydophila pneumoniae 
BSA Bovines Serumalbumin 
Cardif IFNβ-induzierender CARD-Adapter (engl.: “CARD adaptor inducing IFNβ") 
chsp chlamydiales Hitzeschockprotein 
cLPS chlamydiales LPS 
cLSM  Konfokale Laserscanmikroskopie (engl.: „confocal laser scanning microscopy“) 
DNA engl.: „Desoxyribonucleinacid“ 
DTT Dithiothreitol  
ECGM Endothelzell-Wachstums-Medium (engl.: “endothelial cell growth medium”) 
EDTA Ethylendiamintetraazetat 
ELISA engl.: “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” 
ELK-1 engl.: „ETS domain-containing protein Elk-1” 
FADD Fas-assoziierte Todesdomäne (engl.: “Fas-associated death domain”) 
FCS Fötales Kälberserum (“fetal calf serum“) 
GM-CSF engl.: “granulocyte macrophage colony-stimulating factor” 
h Stunde (engl.: “hour”) 
HCAP engl.: “health-care acquired pneumonia” 
HUVEC Humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene  
(engl.: “human umbilical vein endothelial cells”) 
hIFNβ engl.: “human interferon beta” 
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mIFNβ engl.: “mouse interferon beta” 
Ig   Immunglobulin 
IKK  IκB-assoziierte Kinasen (engl.: “IκB-related kinases“) 
IPC's  Interferon produzierende Zellen (engl: “interferone producing cells“) 
IPS-1   engl.: “interferone-ß-promoter-stimulator-1” 
IRAK IL-1-Rezeptor H assoziierte Kinase (engl.: “IL-1-receptor H associated kinase”) 
IRF  Interferon-regulierender Faktor (engl: “interferone regulatory factor”) 
ISGF  Interferon stimulierter Genfaktor (engl.: “IFN-stimulated gene factor”) 
Jak-1  Janus-Kinase-1 
JNK  c-Jun N-terminal Kinase 
KH2PO4 Kaliumhydrogenphosphat 
kDa   Kilodalton 
LPS   Lipopolysaccharid 
LRR  Leucin reiche Wiederholungssequenz (engl.: “leucin rich repeats“) 
MAVS  Mitochondriales antivirales Signalprotein  
(engl.: “mitochondrial antiviral signaling protein“) 
MCP-1 Monozyten Chemotaktisches Protein 1  
(engl.: “monocyte chemoattractant protein 1“) 
MDA-5 Melanoma Differenzierungs-assoziiertes Gen 5  
(engl.: “melanoma differentiation-associated gene 5“) 
min.  Minuten 
mKC  engl.: “murine keratinocyte-derived chemokine“ 
ml   Milliliter 




Nod  Nukleotid-bindende Oligomerisationsdomäne  
(engl.: “nucleotid-binding-oligomerization domain“) 
Myd-88 myeloider Differenzierungsfaktor 88 (engl.: “myeloid differentiation factor 88“) 
NaCl  Natriumchlorid 
Na2HPO4 Natriumhydrogenphopshat 
NF-κΒ  Nukleärer Kernfaktor κB (engl.: “nuclear factor κB“) 
Omp  Äußerer Membrankomplex (engl.: “outer membrane complex“) 
PAMP  Pathogenassoziiertes molekulares Muster  
(engl.: “pathogen-associated molecular pattern“) 
PBS-/-   Phosphatgepufferte Salzlösung ohne Calcium und Magnesium 
PBS+/+   Phosphatgepufferte Salzlösung mit Calcium und Magnesium 
PCR   Polymerase Kettenreaktion (engl.: “polymerase chain reaction“) 
p.i.  nach Infektion (lat.: “post infectum“) 
Pin-1  Mit der NIMA-Kinase interagierendes Protein 1  
(engl.: “protein interacting with never in mitosis A (NIMA) kinase 1“) 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
PFA  Paraformaldehyd 
PRR  Muster erkennder Rezeptor (engl.: “pattern recognition receptor“) 
R   Rezeptor 
RICK  RIP-ähnliche, interagierende CLARP Kinase 
(engl.: “RIP-Like-interacting CLARP kinase, auch RIP-2“) 
RIG-I  Retinoidsäure induzierbares Gen1 (engl.: “retinoic acid inducible gene-I“) 
RIP-1   Rezeptor H interagierendes Protein (engl.: “receptor-H-interacting protein“) 
rH   rekombinantes humanes 
RNA   Ribonukleinsäure (engl.: “ribonucleic acid“) 
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RT   Raumtemperatur 
RT-PCR  Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion  
(engl.: “reverse transcriptase polymerase chain reaction“) 
SDS   Sodiumdodecylsulfat 
STAT  Signaltransduzierendes, aktivierendes Transkriptions-Protein  
(engl.: “signal transducer and activator of transcription“) 
T   Temperatur 
T75   Zellkulturflasche mit 75 cm2 
TAB  TAK-1 bindendes Protein (engl.: “TAK-1 binding protein“) 
TAK   Transformierender Wachstumsfaktor b-aktivierte Kinase 
(engl.: transforming growth factor b-activated kinase) 
TBK-1  Tank-bindende Kinase 1 (engl.: tank-binding-kinase 1) 
TEMED  Tetramethylethylendiamin 
TIRAP TIR-Domäne beinhaltendes Adapterprotein  
(engl.: “Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain-containing adapter protein“) 
TIR  Toll/Interleukin-1 Rezeptor 
TF  Transkriptionsfaktor  
TRAF  TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor (engl.: “TNF-receptor-associated factor“) 
TRIF  IFNβ−induzierendes TIR-Domänen beinhaltendes Adapterprotein  
(engl.: “TIR-domain-containing adaptor protein-inducing IFNβ“) 
Tyk-2  Tyrosin-Kinase-2 
UE   Untereinheit 
% (v/v)  Volumenprozent: ml gelöste Substanz pro 100 ml Lösung 
VISA  Virus induzierter Signaladapter (engl. : “virus induces signal adapter“) 
% (w/v)  Massenprozent, g gelöste Substanz pro 100ml 
6 
 
CAPNETZ Das Kompetenznetz “Ambulant Erworbener Pneumonien“ (engl.: “community 
aquired pneumonia“; CAP) ist eines der vom Bundesministerium für Bildung und Forschung 
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1.1. Das angeborene Immunsystem 
Das angeborene Immunsystem bildet die erste Abwehrstufe gegen invadierende Pathogene, wie 
Bakterien oder Viren. Darüber hinaus dient es auch zur Aktivierung und Regulation der 
adaptiven Immunantwort, welche antigenspezifisch reagiert und in eine zelluläre und humorale 
Immunantwort unterteilt werden kann. An der angeborenen Immunantwort sind eine Vielzahl 
von Zelltypen und löslichen Faktoren beteiligt, die alle zusammen ein höchst effektives 
Abwehrsystem bilden. Zu den klassischen Komponenten des angeborenen Immunsystems 
gehören das Komplementsystem (Serumkomponenten), Natürliche Killerzellen, lokale 
Abwehrzellen wie Makrophagen, dendritische Zellen und Neutrophile Granulozyten sowie 
Zytokine als lösliche Botenstoffe. Das angeborene Immunsystem erkennt ein breites 
Erregerspektrum ohne vorherige Exposition. Im Wesentlichen sind hierfür Makrophagen, 
dendritische Zellen sowie weitere Immunzellen aber auch Epithel und Endothelzellen 
verantwortlich (Kawai und Akira, 2010; Takeuchi und Akira, 2010; Medzhitov, 2007). Die 
Aktivierung der adaptiven Immunantwort ist hauptsächlich abhängig von den dendritischen 
Zellen, die durch ihre spezifische Antigenpräsentation eine Aktivierung von T-Zellen und somit 
die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses ermöglichen. Das angeborene 
Immunsystem erkennt mikrobielle Moleküle durch ein sogenanntes Muster-Erkennungs-System 
(engl.: „pattern recognition system“) (Janeway und Medzhitov, 2002). Die Anwesenheit von 
mikrobiellen Komponenten, wie z. B. Zellwandbestandteilen oder Nukleinsäuren nach einer 
Infektion mit Pilzen, Bakterien und Viren stimuliert die angeborene Immunantwort über 
verschiedene mustererkennende Rezeptoren (engl.: „pattern recognition receptors“, PRRs). Zu 
den am besten untersuchten PRRs zählen die Toll-like Rezeptoren (TLRs) und die Nod-like 
Rezeptoren (NLRs) aber auch RNA-Helikasen wie RIG-I und MDA5, welche die Regulation 
und Produktion von inflammatorischen und antimikrobiellen Faktoren vermitteln (Honda und 
Taniguchi, 2006). Ihre Liganden können in folgende zwei Gruppen unterteilt werden. 
Bei den PAMPs (engl.: „pathogen-associated molecular pattern“) handelt es sich um 
hochkonservierte Moleküle, welche von einer großen Gruppe Mikroorganismen exprimiert 
werden. Darunter befinden sich Zymosane, Lipoproteine, Glykolipide, LPS, Flagellin, 
Peptidoglykan sowie Nukleinsäuren verschiedenen Ursprungs (Kumar et al., 2011). 
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Zu den DAMPs (engl.: „damage-associated molecular patterns“) hingegen zählen endogene 
Moleküle, die normalerweise intrazellulär in den Wirtszellen exprimiert werden und somit dem 
Immunsystem verborgen bleiben. Bei Zell-, bzw. Gewebeschädigung können diese Moleküle 
jedoch freigesetzt werden und nachfolgend eine inflammatorische Immunantwort auslösen. Zu 
den DAMPs gehören z. B. HMGB-1-Proteine (engl.: „high mobility group box 1 protein“), 
Akutphaseproteine (z. B. Serumamyloid A), Harnsäure, Matrixproteine, S100-Proteine, aber 
auch Nucleotide wie ATP (Seong und Matzinger, 2004; Rock et al., 2008; van Eden et al., 2012). 
1.1.1. Mustererkennende Rezeptoren (PRRs) 
Die für die Aktivierung der angeborenen Immunantwort verantwortlichen PRRs lassen sich 
bezüglich ihrer Lokalisation in drei verschiedene Gruppen unterteilen (Takeuchi und Akira, 
2010). 
1. Sekretierte PRRs, wie z. B. das Mannose-bindende Lektin, das für die Opsonierung im 
Rahmen der Komplementaktivierung verantwortlich ist. 
2. Membrangebundene Rezeptoren wie z. B. die Toll-like Rezeptoren (TLRs), die zum Teil 
auch in der endosomalen Membran lokalisiert sein können (Beutler, 2009). 
3. Intrazelluläre PRRs, wie z. B. die RIG-like- oder Nod-like Rezeptoren, aber auch 
intrazelluläre Nukleinsäurerezeptoren wie z. B. AIM2 (engl.: „absent in melanoma 2“), 
ZBP1 (engl.: „Z-DNA-binding protein 1“) und die RNA-Polymerase III („POL III“) 
(Ablasser et al., 2009). 
Die Aktivierung dieser Rezeptoren führt zur Induktion verschiedenster Signalwege. Hierbei 
kommt es unter anderem zur Aktivierung einer NF-κB- und MAPK-Kinasen/AP-1-abhängigen 
Genexpression proinflammatorischer Zytokine, zur Caspase-1-vermittelten posttranslationalen 
Regulation von Zytokinen aus der IL-1-Familie sowie dem Caspase-1-abhängigen 
proinflammatorischen Zelltod (Pyroptose) (Miao et al., 2010). Auch eine IRF-vermittelte 
Induktion von Typ I-IFN, wie z. B. IFNβ, kann durch die Aktivierung einiger PRRs ausgelöst 
werden (Taniguchi et al., 2006). 
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Als Auslöser dieser und vieler weiterer komplexer Signalkaskaden sind die PRRs maßgeblich an 
der Regulation zellulärer Prozesse im Rahmen der angeborenen aber auch der erworbenen 
Immunabwehr beteiligt. 
1.1.1.1. Toll-like-Rezeptoren (TLRs) 
Bei den Toll-like-Rezeptoren handelt es sich um die bislang am besten untersuchte Klasse der 
PRRs. Bisher wurden in Säugetieren 13 verschiedene TLRs charakterisiert. Die TLRs TLR1, 
TLR2, TLR4, TLR5 und TLR6 befinden sich auf der Zelloberfläche und erkennen unter anderem 
LPS, bakterielle Lipoproteine, Zymosan und Flagellin; wohingegen TLR3, TLR7, TLR8 und 
TLR9 intrazellulär in Endosomen lokalisiert sind und an der Erkennung von Nukleinsäuren 
beteiligt sind (Alexopoulou et al., 2001; Hemmi et al., 2000; Hoshino et al., 1999; Poltorak et al., 
1998; Qureshi et al, 1999; Medzhitov et al., 2006). Bei den TLRs handelt es sich um 
transmembrane Glykoproteine (vom Typ-I), die eine zytosolische Toll/IL-1R(TIR)-Domäne 
aufweisen (Dunne et al., 2003). Eine Ligandenbindung der TLRs führt zunächst zu deren 
Dimerisierung. Eine damit verbundene Konformationsänderung ermöglicht die Rekrutierung 
sogenannter TIR-Domänen-enthaltender Adapter-Moleküle (engl.: „TIR-domain-containing-
adaptor-molecules“). Bislang sind fünf entsprechende Adaptermoleküle charakterisiert worden. 
MyD88 (engl.: „myeloid-differentiation-factor-88“) spielt als Adaptermolekül eine zentrale Rolle 
in der Signalweiterleitung nach der Aktivierung der meisten TLRs und Rezeptoren der IL-1-
Rezeptor-Familie. Nach der Interaktion der beiden Moleküle mittels der TIR-Domäne, kommt es 
zur Rekrutierung und Phosphorylierung von IRAK-1 und IRAK-4 (Adachi et al., 1998; Burns et 
al., 1998; Kawai et al.,1999; Li et al., 2002; Medzhitov et al., 1998; Suzuki et al., 2002; Swantek 
et al., 2000; Wesche et al., 1997). Die Aktivierung dieser Kinasen induziert die Bindung von 
TRAF6 und vermittelt die Expression NF-κB-abhängiger proinflammatorischer Zytokine, wie z. 
B. TNF-α, IL-1 und IL-6. Eine Ausnahme bezüglich der Verwendung von MyD88 stellt TLR3 
dar. TLR3 interagiert mit einem anderen Adaptermolekül, dem sogenannten TRIF (IFNβ-
induzierendes-TIR-Domänen-beinhaltendes Adapterprotein, (engl.: „TIR-domain-containing 
adaptor protein-inducing IFNβ“) (Yamamoto et al., 2003). Sowohl TLR4 als auch die 
endosomalen TLRs sind ebenfalls dazu in der Lage, Typ I-Interferone zu induzieren. Hierbei 
aktivieren TLR7 und TLR9 die Typ I-IFN-Antwort mittels MyD88 und IRF7. TLR3 und TLR4 
hingegen induzieren mittels TRIF (und im Falle von TLR4 auch TRAM) eine IRF3-abhängige 
Typ I-IFN-Antwort (Hoebe, 2003; Kawai et al., 2001; Yamamoto et al., 2003). 
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1.1.1.2. NOD-like Rezeptoren (NLRs) 
Bei der Familie der NLRs (engl.: „nucleotide-binding-oligomerization-domain-like receptors“) 
handelt es sich um intrazelluläre Rezeptormoleküle, welche sowohl durch eine zentrale 
Nukleotid-bindende- (engl.: „nucleotide bindiung domain“, NBD) als auch durch eine C-
terminale Leucin-reiche-Wiederholungssequenz-Domäne charakterisiert sind (engl.: „leucin-
rich-repeats“, LRR) charakterisiert sind (Fritz et al., 2006). Die NBD ist in der Lage, Nukleotide 
zu binden und mittels Konformationsänderungen und mit Hilfe von Selbst-Oligomerisations-
Prozessen die Funktion des NLR aufrecht zu erhalten. Anhand der N-terminalen 
Effektordomäne, lassen sich die NLRs in verschiedene Unterfamilien einteilen (Tab.1). Bei 
diesen Effektordomänen, handelt es sich in den meisten Fällen, entweder um eine CARD- (engl.: 
„caspase-activation and recruitement-domain“)-Domäne, eine PYD- (engl.: „pyrin domain“)-
Domäne oder eine BIR- (engl.: „Baculovirus IAP Repeat“) Domäne (Tab. 1). Diese 
Effektordomänen sind an Protein-Interaktionen beteiligt und vermitteln die Rekrutierung 













NLRA    
 CIITA CARD NLRA/MHCIITA/C2TA 
NLRB    
 NAIP BIR BIRC1/CLR5.1 
NLRC    
 NOD1 CARD NLRC1/CARD4/CLR7.1 
 NOD2 CARD NLRC2/CARD15/CD/BLAU/IBD1/PSORAS1/CLR16.3 
 NLRC3 CARD NOD3/CLR16.2 
 NLRC4 CARD IPAF/CARD12/CLAN/CLR2.1 
 NLRC5 CARD NOD27/NOD4/CLR16.1 
NLRP    
 NLRP1 PYD NALP1/CARD7/NAC/DEFCAP/CLR17.1 
 NLRP2 PYD NALP2/PYPAF2/NBS1/PAN1/CLR19.9 
 NLRP3 PYD NALP3/Cryopyrin/CIAS/PYPAF1/CLR1.1 
 NLRP4 PYD NALP4/PYPAF4/PAN2/RNH2/CLR19.5 
 NLRP5 PYD NALP5/PYPAF8/MATER/PAN11/ CLR19.8 
 NLRP6 PYD NALP6/PYPAF5/PAN3/CLR11.4 
 NLRP7 PYD NALP7/PYPAF3/NOD12/PAN7/CLR19.4 
 NLRP8 PYD NALP8/PAN4/NOD16/CLR19.2 
 NLRP9 PYD NALP9/NOD6/PAN12/CLR19.1 
 NLRP10 PYD NALP10/PAN5/NOD8/PYNOD/CLR11.1 
 NLRP11 PYD NALP11/PYPAF6/NOD17/PAN10/CLR19.6 
 NLRP12 PYD NALP12/PYPAF7/Monarch1/RNOS/PAN6/CLR19.3 
 NLRP13 PYD NALP13/NOD14/PAN13/CLR19.7 
 NLRP14 PYD NALP14/ PAN8/NOD5/CLR11.2 
NLRX1    
 NLRX1 MT NOD5/NOD9/CLR11.3 
  Tab. 1: Gliederung der Unterfamilien der NOD-like Rezeptoren. Diese Tabelle wurde nach Elinav 
et. al, 2011 erstellt.    
 






Abb. 1: NLR-Aktivierung: Mit Hilfe der LRR-Domäne (gelb) wird der Rezeptor in einem 
autoinhibierten Zustand gehalten. Nach Ligandenbindung kommt es zu einer 
Konformationsänderung. Die Effektordomäne (in blau dargestellt) kann nun mit weiteren 
Signalmolekülen interagieren (Abbildung aus Schwarzenbacher und Pröll, 2008). 
Bei den fünf verschiedenen Unterfamilien der NLRs handelt es sich um die Familien NLRA 
(dessen Mitglieder eine Card-Domäne beinhalten), NLRB (die eine BIR (engl.: „baculovirus 
inhibitor of apoptosis repeat“)-Domäne aufweisen), NLRC (die durch eine CARD-Domäne 
charakterisiert sind) und NLRP (die eine PYD-Domäne besitzen) (Tab.1). Mitochondrial 
lokalisiert ist das NLRX1-Protein, welches eine N-terminale, mitochondriale Zieldomäne (engl.: 
„mitocvhondriasl target sequence“, MT) aufweist (Arnoult et al., 2009) (Tab. 1). Bei den bisher 
am besten charakterisierten NLRs handelt es sich um NOD1 (NLRC1) und NOD2 (NLRC2), 
welche verschiedene strukturelle Motive des Peptidoglykans der bakteriellen Zellwand im 
Wirtszytosol erkennen. Das NOD1-Protein bindet hauptsächlich meso-Diaminopimelinsäure 
enthaltende Peptidoglykanbestandteile, die überwiegend in gram-negativen Bakterien 
vorkommen. NOD2-initiierte Signalwege hingegen, werden durch die Stimulation mit einer, bei 
nahezu allen Bakterien vorhandenen, Peptidoglykanstruktur aktiviert, dem Muramyldipeptid 
(MurNAC-L-Ala-D-isoGln, MDP) (Inohara et al., 2003; Werts et al., 2007; Girardin, et al., 
2003*). Sowohl NOD1 als auch NOD2 aktivieren NF-κB (Inohara et al., 1999, Akira et al., 
2004). An diesem Signalweg sind über eine CARD-Domänen-Interaktion die Proteinkinase 
RICK (RIP-like-interacting CLARP-Kinase, auch RIP-2) sowie die Signalmoleküle TAK1 und 
der IKK-Komplex beteiligt (Inohara et al., 2000; Ogura et al., 2001). NOD1 und NOD2 können 
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zudem die MAP-Kinasen JNK (Girardin et al., 2001) und p38 (Opitz et al., 2006) aktivieren, 
welche nachfolgend die Transkription inflammatorischer Gene regulieren. 
Innerhalb der NLRP-Unterfamilie handelt ist NLRP3 das am besten charakterisierte Protein. 
NLRP3 sowie weitere NLRP-Proteine sind in der Lage, einen Caspase-1 aktivierenden 
Multiproteinkomplex zu bilden, welcher allgemein als Inflammasom bezeichnet wird und durch 
eine Vielzahl von mikrobiellen, nicht-mikrobiellen und endogenen Stimuli aktiviert werden 
kann. NLRP3 wird durch verschiedenste Bakterien (u. a. Staphylokokken, Listerien oder 
Neisserien), Viren (u. a. EMCV, Sendai- und Influenza-Viren) und Pilze (u.a. Candida und 
Saccharomyces) aktiviert (Gross et al., 2009). Auch nicht-infektiöse Moleküle sind in der Lage 
das Inflammasom zu aktivieren (Seong und Matzinger, 2004; Schroder et al., 2010). Beispiele 
hierfür sind sowohl Moleküle wie Amyloid-β, ATP, Hyaluronan und Imidazochinolin als auch 
Kristall-bildende Substanzen wie Aluminiumhydroxid, Asbest, Cholesterin, Harnsäure und 
Siliziumdioxid (Cassel et al., 2008; Duewell et al., 2010; Martinon et al., 2006; Dostert et al., 
2008; Halle et al., 2008; Hornung et al., 2008; Yamasaki et al., 2009, Zhaou et al., 2010; 
Eisenbarth et al., 2008). Für die Bildung der meisten NLRP3-Inflammasome ist das 
Adaptermolekül ASC (engl.: „apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD“) von 
essentieller Bedeutung (Agostini et al., 2004). ASC bindet in vielen Inflammasomen über dessen 
PYD-Domäne an PYD-exprimierende NLR-Proteine und vermittelt über die außerdem 
enthaltende CARD-Domäne die Autoproteolyse der Pro-Caspase-1. Es entsteht die katalytisch 
aktive Caspase-1 und im folgenden Prozess wird u.a. pro-IL-1β und pro IL-18 in deren 
biologisch aktiven Formen überführt (Agostini et al., 2004). 
1.1.1.2.1. NLRX1 
Lokalisation 
NLRX1 (engl.: „nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich repeat containing X1“) 
ist ein kürzlich beschriebenes NLR-Familienmitglied, das in der äußeren mitochondrialen 
Membran, und/oder in der mitochondrialen Matrix lokalisiert zu sein scheint (Arnoult et al., 
2009, Xiao et al., 2012). Für diese mitochondriale Lokalisation ist die N-terminale MT-Sequenz 





Mit Hilfe von Kristallstrukturanalysen konnte das C-terminale NLRX1-Fragment (cNLRX1) 
näher charakterisiert werden (Hong et al., 2012). cNLRX1 umfasst drei verschiedene Domänen: 
eine N-terminale α-helikale Domäne (LRRNT), ein zentrales NACHT-Modul (LRRM) und 
einen C-terminalen Verbund aus drei α-Helices (LRRCT). Komplexe Interaktionsprozesse 
innerhalb von cNLRX1 führen zur Trimerisierung dreier Dimere und schließlich zur Ausbildung 
einer hexameren Struktur. Eine Interaktion von LRRNT mit LRRM führt zu einer Stabilisierung 
der LRR-Faltung und ist gleichzeitig an der Oligomerisierung von NLRX1 beteiligt. LRRCT 
hingegen weist eine besondere α-helikale Struktur auf, die an der Dimerisierung von cNLRX1 
mittels symmetrischer LRRCT-Interaktionen beteiligt ist. Diese Interaktion ähnelt zwar den 
Interaktionen der Effektordomänen anderer NOD-like Rezeptoren. (Hong et al., 2012) jedoch 
unterscheidet sich die Domänen-Architektur von NLRX1 von der anderer Mitglieder der NLR-
Familie.  
 
Abb. 2: Gesamtstruktur von NLRX1. oben: Schematische Abbildung von NLRX1 
(MT-NOD-NAD-LRR) und dem c-terminalen Fragment von NLRX1; unten: ein 
cNLRX1- Monomer (aus Hong et al., 2011). 
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Zudem konnten Hong et al. im Rahmen struktureller Untersuchungen des C-terminalen NLRX1-
Fragmentes auch eine physikalische Interaktion des aufgereinigten cNLRX1 mit poly I:C als 
auch mit Einzel- und Doppelstrang-RNA nachweisen (Hong et al., 2012). Hierbei scheint die 
Aminosäure Arg699 eine zentrale Rolle einzunehmen. Darüber hinaus konnte Arg699 mit Hilfe 
von Punktmuationsanalysen auch als entscheidender Faktor in der Induktion von ROS nach 
Stimulation mit poly I:C identifiziert werden. (Hong et al., 2012). 
Funktion/Signaltransduktion 
Eine mögliche Inhibition des antiviralen RIG-I-like-Rezeptor-Signalweges durch NLRX1 wird 
in der Literatur kontrovers diskutiert (Allen et al., 2011; Rebsamen et al., 2011). Eine Studie 
konnte zeigen, dass NLRX1-defiziente Knochenmarksmakrophagen (BMM; engl.: „bone 
marrow-derived macrophages“) nach viraler Infektion weniger Typ I-IFN produzierten als 
Wildtyp-Makrophagen (Allen et al., 2011). Studien zweier anderer Arbeitsgruppen zeigten unter 
Verwendung von NLRX1-defizienten BMMs und Fibroblasten (MEF; engl: „mouse embryonic 
fibroblasts“) jedoch keinerlei Einfluss auf die Induktion von IFNβ und IL-6 nach viraler 
Infektion oder Stimulation mit dsRNA (Rebsamen et al., 2011; Soares et al., 2012). 
Untersuchungen ergaben außerdem, dass NLRX1 auch TLR-vermittelte Signalwege reguliert die 
NF-κB aktivieren (Xia et al., 2011; Allen et al., 2011). 
Im Jahre 2008 wurde zudem eine Arbeit mit Hinweisen auf eine Funktion von NLRX1 in der 
Regulation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, engl.: “reactive oxygen species”) publiziert 
(Tattoli et al., 2008). In dieser Arbeit wurde u.a. gezeigt, dass die ektope Expression von NLRX1 
die ROS-Produktion nach Stimulation mit TNF-α oder einer Infektion mit Shigella flexneri 
verstärkt (Tattoli et al., 2008). Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Interaktion von NLRX1 
mit dem Mitochondrium bei der Induktion von ROS eine essentielle Rolle zu spielen scheint 
(Tattoli et al., 2008).  
Mit Hilfe von SILAC-Analysen (engl.: „stable isotope labeling by amino acids in cell culture“), 
einer Methode zur quantitativen Proteomanalyse, konnten Lei et al. erst kürzlich einen weiteren 
möglichen direkten Interaktionspartner von NLRX1 identifizieren (Lei et al., 2012). Dabei 
handelt es sich um den mitochondrialen Tu-Translations-Elongationsfaktor TUFM. Ko-
Immunopräzipitationsexperimente konnten eine spezifische Interaktion von NLRX1 mit dem 
Elongationsfaktor TUFM bestätigen. Ähnlich wie NLRX1 scheint auch TUFM einen 
inhibitorischen Effekt auf den RLR-Signalweg auszuüben (Lei et al., 2012). In dieser Studie 
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konnte auch der Zusammenhang von NLRX1 mit einem weiteren Abwehrmechanismus 
hergestellt werden, der Autophagie. Die Autophagie ist ein zellulärer Prozess zum Abbau und 
zum Recycling von Zellbestandteilen. Darüber hinaus hat die Autophagie eine wichtige Funktion 
in der zellautonomen Abwehr gegen Viren sowie intrazellulären Bakterien und Parasiten (siehe 
auch Kapitel das 1.1.3. zur Autophagie). Nach Lei et al. sind sowohl  NLRX1 als auch der 
Elongationsfaktor TUFM essentiell an der virus-induzierten Autophagie in humanen Zellen 
beteiligt (Lei et al., 2012; Kapitel 1.1.3. zur Autophagie). 
Bindungspartner 
Zwei Studien konnten  einen potentiellen Bindungspartner von NLRX1 in der mitochondrialen 
Matrix identifizieren. Hierbei handelt es sich um das Protein UQCRC2 des Atmungsketten-
Komplex-III (Arnoult et al., 2009; Rebsamen et al., 2011). Diese Interaktion stellt eine mögliche 
Basis für die Induktion reaktiver Sauerstoffradikale dar (Rebsamen et al., 2011). 
Einige der bisherigen Untersuchungen weisen außerdem darauf hin, dass NLRX1 im 
unstimulierten Status einen inhibitorischen Komplex mit dem Adaptermolekül MAVS bildet 
(engl.: „mitochondrial antiviral signaling protein“) (Allen et al., 2011; Moore et al., 2008). Es 
wird vermutet, dass eine Bindung von RNA an NLRX1 eine Konformationsänderung von 
NLRX1 und/oder eine Veränderung des Oligomerisationsstatus des Moleküls bewirkt, welche 
wiederum zu einer Ablösung vom Adaptermolekül MAVS führen könnte (Hong et al., 2012). 
1.1.1.3. RIG-like-Rezeptoren (RLRs) 
Die Familie der RIG-I-like-Rezeptoren (RLRs) besteht aus den intrazellulären Proteinen RIG-I 
(engl.: „retinoic acid-inducible gene I“), MDA5 (engl.: „melanoma differentiation associated 
factor 5“) und LGP2 (engl.:“Laboratory of Genetics and Physiology 2“) (Loo und Gale, 2011), 
wobei letzterem eher eine regulatorische Aufgabe im RLR/MDA5-Signalweg zuzukommen 
scheint (Saito et al., 2007). RIG-I und MDA5 sind an der Erkennung einer Vielzahl von RNA-
Viren beteiligt (Loo und Gale, 2011). Die Erkennung von viraler oder synthetischer RNA führt 
hierbei zu einer Produktion von Typ I-IFN (Yoneyama et al., 2004). RIG-I bindet und erkennt 
sowohl einzelsträngige RNA-Sequenzen mit einem Triphosphat am 5'-Ende (Hornung et al., 
2006) als auch kurze doppelsträngige RNA mit 21 bis 27 Nukleotiden Länge (Pichlmair et al., 
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2006; Kato et al., 2008). MDA5 hingegen ist für die Erkennung längerer dsRNA-Fragmente (>2 
kb) wie poly I:C verantwortlich (Kato et al., 2006; Kato et al., 2008). 
Humanes RIG-I besteht aus zwei N-terminalen CARD-Domänen und einer C-terminalen 
Domäne, welche durch eine ATP-abhängige RNA-Helikasen-Aktivität gekennzeichnet ist. RIG-I 
aktiviert nach Virusstimulation NF-κB, IRF3 und IRF7 über diese N-terminale CARD-Region 
(Yoneyama et al., 2004). Sowohl aktiviertes RIG-I als auch aktiviertes MDA-5 interagieren mit 
Hilfe ihrer CARD-Domänen mit dem Adaptermolekül MAVS (engl.: „mitochondrial antiviral 
signaling protein“), das in der äußeren Mitochondrienmembran lokalisiert ist (Xu et al., 2005). 
MAVS ist unter anderem an der Aktivierung der Serin/Threonin-Kinasen TBK1  (engl.: „tank-
binding-kinase 1“) und IKK-i (IKKε) (engl.: „IκB-related kinase“) mittels des Signalmoleküls 
TRAF3 (engl.: „tumor necrosis factor(TNF) receptor-associated factor 3“) beteiligt (Fitzgerald et 
al., 2003; Hemmi et al., 2004; Häcker et al., 2006). Diese Kinasen phosphorylieren die 
Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 was zu deren Translokation vom Zytoplasma in den 
Zellkern und schließlich zur Induktion von Typ I-IFN und IFN-induzierbaren Genen führt (Sato 
et al., 2000; Honda et al., 2005). Zusätzlich induziert aktiviertes MAVS mit Hilfe des FADD- 
und Caspase-8/-10-Signalwegs NF-κB (Takahashi et al., 2006).  
Eine Vielzahl von weiteren Regulatoren des RLR-Signalweges sind bisher bekannt. Eine 
Negativregulation von RIG-I erfolgt unter anderem nach Modifikation durch die E3-Ubiquitinin-
Ligase (Gack et al., 2007). Das proteosomale Protein PSMA7 bindet direkt an das 
Adaptermolekül MAVS und inhibiert dessen Aktivität (Jia et al., 2008). Zwei weitere Studien 
zeigen eine Beteiligung zweier Mitglieder der Caspase-Familie. So haben sowohl die Caspase 8 
als auch die Caspase 12 einen negativen Einfluss auf die RLR-Aktivität (Takashashi et al., 2006 
und Wang et al., 2010). Auch der an der Autophagie beteiligte Proteinkomplex ATG5-ATG12 
scheint an einer Inhibition der RIG-I-MAVS-Interaktion beteiligt zu sein (Jounai et al., 2007).  
Erst kürzlich konnten erstmals auch Wechselbeziehungen zwischen den RLR- und den NLR-
Signalwegen aufgezeigt werden. Sabbah et al. konnten eine Bindung viraler Einzelstrang-RNA 
an NOD2 und eine direkte Wechselwirkung von NOD2 mit dem Adaptermolekül MAVS 
nachweisen, was im Anschluss zu einer IRF3-vermittelten IFN-Induktion führt (Sabbah et al., 
2009). Diese Studie führt zu einem Modell zweier Aktivierungsmechanismen von NOD2, nach 
welchen die bakterielle Aktivierung von NOD2 zu einer RIP2-abhängigen Aktivierung von NF-
22 
 
κB führt. Die virale Stimulation löst hingegen eine NOD2/MAVS-vermittelte Induktion von 
IRF3 aus und bewirkt schließlich die Produktion von Interferon (Sabbah et al., 2009). 
1.1.1.4. Zytosolische  DNA-Rezeptoren 
Das Vorhandensein von DNA im Zytosol von Wirtszellen, z. B. durch Infektion mit DNA-Viren 
oder Bakterien, stimuliert eine Produktion von Typ I-IFN, NF-κB-abhängigen 
proinflammatorischen Mediatoren (Stetson und Medzhitov, 2006) und kann durch eine Caspase-
1-Aktivierung das AIM2-Inflammasom stimulieren (siehe unten). Takaoka et al. identifizierten 
2007 den zytosolischen DNA-Rezeptor DAI (engl.: „DNA-dependent activator of interferon 
(IFN)-regulatory factors“, auch bezeichnet als DLM1 oder ZBP1) (Takaoka  et al., 2007). Sie 
konnten zeigen, dass der Rezeptor nach Überexpression die Typ I-IFN-Antwort auf dsDNA 
verstärkte und dass die Inhibition von DAI mittels siRNA die Typ I-IFN-Produktion nach 
Stimulation mit dsDNA verminderte (Takaoka  et al., 2007). Die Existenz zusätzlicher DNA-
Rezeptoren ist jedoch wahrscheinlich, da nachfolgende Studien eine DAI-unabhängige 
Immunantwort auf DNA, DNA-Viren und intrazelluläre Bakterien zeigen konnten (Lippmann et 
al., 2008; Ishii et al., 2008).  
Innerhalb eines relativ kurzen Zeitraumes wurde ein weiterer DNA-Rezeptor von mehreren 
Arbeitsgruppen beschrieben. Hierbei handelt es sich um AIM-2 (engl.: „absent in melanoma 2“), 
einem Protein der Hin-200-Familie, das in der Lage ist, DNA zu binden, ein Inflammasom zu 
bilden und nachfolgend die Produktion von IL-1 und IL-18 posttranslational zu regulieren 
(Hornung et al., 2009; Fernandes et al. 2010; Bürckstümmer et al., 2009). AIM2-defiziente 
Mäuse zeigen eine erhöhte Suszeptibiliät gegenüber bakteriellen und viralen Infektionen (Jones 
et al., 2010, Rathinam et al., 2010). 
IFI16 (engl.: „interferone inducible protein 16“), welcher zu gleichen Proteinfamilie gehjört wie 
AIM2, wurde ebenfalls als zytosolischer Rezeptor für doppelsträngige DNA postuliert 
(Unterholzner et al., 2010). Diese Ergebnisse bedürfen jedoch der Bestätigung durch Gen-
defiziente Mäuse. 
Weitere Mechanismen der zytosolischen DNA-Erkennung wurden beschrieben. Zum einen kann 
DNA durch die RNA-Polymerase III in RNA umgeschrieben und nachfolgend durch RIG-I 
erkannt werden. Zum anderen könnten die kürzlich beschriebenen intrazellulären 
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Nukleinsäurerezeptoren, wie z.B. LRRFIP1 und LSm14A ebenfalls eine Rolle spielen (Yang et 
al., 2010; Li et al., 2012). 
Kürzlich wurde zudem cGAS (engl.:“cyclic AMP-GMP synthase“) als zytosolischer DNA-
rezeptor beschrieben (Wu et al., 2013). cGAS bildet nach DNA-Bindung das „second-
messenger“-Molekül zyklisches AMP-GMP, welches nachfolgend an das Adaptermolekül Sting 
bindet (Wu et al., 2013; Sun et al., 2013). 
STING (engl.: „stimulator of interferone genes“, auch bekannt als MITA oder MPYS) wurde 
erstmals 2008 als ein am endoplasmatischen Retikulum lokalisiertes Signalmolekül beschrieben, 
welches die Typ I-IFN-Antwort auf intrazelluläre DNA vermittelt (Ishikawa et al., 2008). 
Darüber hinaus kann STING auch direkt als Rezeptor die bakteriellen „second-messenger“-
Moleküle zyklisches di-AMP und zyklisches di-GMP binden und erkennen (Burdette et al., 
2011). Möglicherweise scheint auch die Helikase DDX41 in der Lage zu sein, diese beiden 
bakteriellen Moleküle im Wirtszellzytosol zu erkennen und über STING eine IRF/TBK-
abhängige Typ I-IFN-Produktion zu vermitteln (Parvatiyar et al., 2012). 
1.1.2. Reaktive Sauerstoffradikale (ROS) 
Reaktive Sauerstoffradikale (engl.: „reactive oxygen species“; ROS) haben in vielen Organismen 
eine wichtige physiologische Funktion, sind aber auch an der Entstehung und Pathophysiologie 
vieler Krankheiten beteiligt.  
Das grundlegende Molekül zur Ausbildung von ROS ist der molekulare Sauerstoff. Beim 
molekularen Sauerstoff handelt es sich um ein sogenanntes Biradikal, da beide Sauerstoffatome 
je ein ungepaartes Elektron aufweisen. Durch eine parallele Ausrichtung der Elektronen liegt 
molekularer Sauerstoff jedoch in einem relativ reaktionsträgen Zustand vor, den man auch als 
Grundzustand bezeichnet. Kommt es zu einer Veränderung dieser Anordnung der Elektronen, 
führt dies zu reaktionsfreudigeren Sauerstoffderivaten, die als Sauerstoffradikale (ROS) 
bezeichnet werden. Zu den radikalischen ROS gehören Superoxid [O-2], das Hydroxylradikal 
[OH], das Peroxylradikal [RO2], das Alkoxyl-Radikal [RO] und das Hydroxyperoxyl-Radikal 
[HO2]. Nicht radikalische ROS sind Wasserstoffperoxid [H2O2], hypochlorige Säure [HOClα], 
Ozon [O3], Singulett Sauerstoff und Peroxynitrit [ONOO-b]. Die Umsetzung molekularen 
Sauerstoffs als zentrales Substrat der Atmungskette, wird durch verschiedenste Enzyme 
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unterstützt, darunter die Zytochrom-P450-Monooxygenase, die NADPH-Oxidase (Nicotinamid-
Adenin-Dinucleotid-Phosphatase-Oxidase), die Xanthinoxidase und die Cyclooxygenase 
(Kirkinezos und Moraes, 2001). Ca. 90 % des gesamten, vom aeroben Organismus 
aufgenommenen Sauerstoffs wird von der Cytochromoxidase der Atmungskette in den 
Mitochondrien verbraucht, welche somit als Hauptquelle der intrazellulären ROS-Produktion 
dienen (Chance et al., 1979; Shigenaga et al., 1994). Die restlichen 10 % werden u.a. durch 
sogenannte membranständige NADPH-Oxidasen verbraucht. Letztere bewirken die Freisetzung 
von ROS durch phagozytierenden Zellen wie neutrophile Granulozyten und Makrophagen 
(“respiratory burst”) und dienen damit der Abwehr von Pathogenen und dem Abbau von 
Fremdsubstanzen. NADPH-Oxidasen befinden sich jedoch auch in der Zellmembran anderer 
Zellen. Die hierbei gebildeten Radikale wirken auch als sogenannte „second messenger“ an 
zellulären Signalübertragungsprozessen mit (Block et al., 2009; von Lohneysen et al., 2008).  
Das toxische Prinzip reaktiver Sauerstoffradikale basiert auf Wechselwirkungen mit zellulären 
Bestandteilen wie Proteinen, Lipiden, Kohlenhydraten und DNA. Reaktive Sauerstoffspezies 
sind in der Lage DNA-Strangbrüche zu induzieren, Onkogene bzw. Tumorsuppressorgene zu 
aktivieren und zu inhibieren, Enzyme und Proteine zu inaktivieren oder Lipidperoxidation 
auszulösen. Wegen ihrer hohen Reaktivität können sie praktisch mit allen molekularen 
Strukturen der Zelle reagieren, was je nach Lebensdauer des Radikals, Bildungsort und 
Reaktionspartner zu strukturellen und funktionellen Störungen bis zum Zelltod führen kann. Eine 
funktionsfähige Zelle verfügt jedoch über diverse antioxidative Schutzmechanismen. Kommt es 
zu einem Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffspezies oder freien Radikalen und  den 
antioxidativen Schutzmechanismen, wie z. B. im Rahmen einer bakteriellen Infektion, spricht 
man von oxidativem Stress. 
Im Endothel spielen reaktive Sauerstoffradikale eine wichtige Rolle bei der Vasodilatation. Eine 
Gefäßrelaxation hängt generell von der Balance zwischen der Stickstoffmonoxid (NO-)-
Produktion durch die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) und der NO-Inaktivierung 
durch freie Sauerstoffradikale ab (Fleming et al., 2003). Um einer frühzeitigen Inaktivierung 
durch ROS entgegenzuwirken, haben Endothelzellen diverse Schutzmechanismen zum Abbau 
von ROS entwickelt. Insbesondere sind Superoxidanionen, die durch die NADPH-Oxidasen 
produziert werden, maßgeblich für den frühzeitigen NO-Abbau und damit für die Einschränkung 
der endothelabhängigen Vasodilatation verantwortlich (Griendling et al., 2003). In primären 
humanen Endothelzellen sind hauptsächlich zwei NADPH-Oxidasen, NOX2 und NOX4 an der 
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ROS-Produktion beteiligt. Diese befinden sich überwiegend in der Membran des 
endoplasmatischen Retikulums. Sowohl bakterielle Komponenten als auch Zytokine sind dazu in 
der Lage endotheliale NADPH-Oxidasen zu aktivieren und somit die Akkumulation von ROS im 
vaskulären Lumen und innerhalb intrazellulärer Kompartimente zu induzieren (Thomas et al., 
2008). Diese Akkumulation führt zu einer endothelialen Dysfunktion und somit zu einer 
erhöhten Anfälligkeit für Arteriosklerose (Lassègue et al., 2012). Auch auf die Integrität von 
Endothelzellen haben reaktive Sauerstoffradikale einen negativen Einfluss (van Wetering et al., 
2003). Ein hohes Level an ROS führt ebenfalls zu einer NF-κB -abhängigen Induktion der 
Inflammation (Shuvaev et al., 2011). Eine Interaktion von NOX4 und dem TLR4 konnte bereits 
in humanen Endothelzellen der Aorta nachgewiesen werden (Park et al., 2006). In einem NOX4-
spezifischen „loss of function“-Modell, kommt es sowohl zu einer Hemmung der LPS-
induzierten ROS-Produktion als auch zu einer verminderten inflammatorischen Antwort (ICAM-
1, MCP-1, IL-8) (Park et al., 2006). Weitere RNAi-Experimente mit NOX2 und NOX4-
spezifischer siRNA zeigten eine signifikante Inhibition der TNF-α-vermittelten Induktion von Il-
1β und Il-6 (Moe et al., 2011). 
1.1.3. Autophagie 
Als Autophagie bezeichnet man einen, in Eukaryonten hoch konservierten Prozess, zum Erhalt 
der zellulären Homöostase durch den Abbau zelleigener Bestandteile. Noch relativ neu ist die 
Beobachtung, dass es sich bei der Autophagie auch um einen Abwehrmechanismus der 
Wirtszelle gegenüber intrazellulären Pathogenen handelt (Gutierrez et al., 2004; Nakagawa et al., 
2004). Mittels Autophagie werden zunächst abzubauende zytoplasmatische Bestandteile von 
einer Doppelmembranstruktur, die man auch als Autophagosom bezeichnet, umschlossen. Durch 
die Fusion mit Lysosomen kommt es zu einer Degradierung dieser Bestandteile innerhalb des auf 






Für den Ablauf der Autophagie sind die sogenannten ATG-Proteine (engl.: „autophagy-related-
genes“) von essentieller Bedeutung. Diese ATG-Proteine lassen sich in vier funktionelle Gruppen 
unterteilen.  
I  Einen Serin/Threonin-Kinase Komplex, der auf vorgeschaltete Signale wie die TOR 
(engl: „target of rapamycin“)-Kinase reagiert und u.a. bei Mangelbedingungen inaktiviert 
wird (ATG1, ATG13, ATG17).   
II Einen Lipid-Kinase Komplex, der die Vesikelbildung vermittelt (ATG6, ATG14, Vps34, 
Vps15). 
III Zwei Ubiquitin-ähnliche Konjugationswege, die an der Vergrößerung der Vesikel beteiligt 
sind (ATG5, ATG7, ATG10, ATG16, ATG8- und ATG5-ATG12). 
IV Einen Recycling-Weg, der für die Dissoziation von ATG-Proteinen von reifen 
Autophagosomen benötigt wird (ATG2, ATG9, ATG18) (Billmann-Born et al., 2011). 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Autophagosomen-Bildung. (I) Bildung einer 
Isolationsmembran mit Hilfe des Beclin/VPS34-Komplexes unter der Kontrolle der 
inhibierenden Kinase mTOR und der Phosphatidylinositol-3-kinase. (II) Entstehung des ATG5-
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ATG12-ATG16L1-Komplexes und dessen Multimerisation an der Isolationsmembran. (III) 
Prozessierung von LC3 und dessen Insertion in die expandierende Phagophorenmembran, Punkt 
II und III werden mit Hilfe von Ubiquitin-ähnlichen Konjugationswegen durchgeführt (ATG10, 
ATG7 and ATG3). (IV) Aufnahme  der zu verdauenden Bestandteile, Fertigstellung des 
Autophagosoms, vereinzeltes Recycling von LC3. (V) Fusion des Autophagosoms mit dem 
lysosomalen Kompartiment. Verändert nach Billmann-Born et al., 2011. 
Die Autophagie ist in der Lage intrazelluläre Pathogene innerhalb des Zytosols und zum Teil 
auch innerhalb eines Phagosoms zu degradieren. Jedoch mehren sich die Hinweise darauf, dass 
die Autophagie unterschiedliche Bedeutungen in verschiedenen bakteriellen Infektionen haben 
kann (Ogawa et al., 2005; Yoshikawa et al., 2009; Gutierrez et al., 2004; Birmingham et al., 
2006). So zeigen Studien mit Shigella flexneri, Salmonella typhimurium und Mycobacterium 
tuberculosis eine restriktive Wirkweise der Autophagie, wohingegen es bereits erste Hinweise 
auf eine nicht-kanonische Autophagie gibt, die L. monocytogenes, Staphylococcus aureus, 
Brucella abortus und uropathogenen Escherichia coli einen Wachstumsvorteil verschafft 
(Mostowy, 2013). 
Der in dieser Arbeit untersuchte Rezeptor NLRX1 wurde im Rahmen einer Virusinfektion mit 
einer Verstärkung der Autophagie in Verbindung gebracht (Lei et al., 2012). Hierbei führt eine 
Interaktion des NLRX1-Bindungspartners TUFM mit dem autophagierelevanten 
Multiproteinkomplex aus ATG5, ATG12 und ATG16 zu Wechselwirkungen mit dem 
Autophagieprotein LC3, welches essentiell an der Bildung eines Autophagosoms beteiligt ist. 
1.1.4. Typ I-IFN 
IFNα und IFNβ gehören zu den sogenannten Typ I-Interferonen (Typ-I IFN), bei denen es sich 
nicht nur, wie ursprünglich angenommen (Isaacs und Lindenmann, 1957), um die 
Haupteffektorzytokine der antiviralen Immunantwort handelt. Sie scheinen auch im Rahmen 
einer bakteriellen Infektion eine nicht unwesentliche Rolle zu spielen (Decker et al., 2005). Typ 
I-IFN bestehen aus IFNα (13 Subtypen), IFNβ, IFNε, IFNκ und IFNω (Pestka et al., 2004) und 
sie können von nahezu allen Zelltypen wie z.B. Leukozyten, Fibroblasten und Endothelzellen 
gebildet werden (Bogdan et al., 2004). Die initiale Aktivierung des IFN-Signalweges wird durch 
die Detektion von PAMPs mittels verschiedenster sowohl extra-, als auch intrazellulärer 
Rezeptoren ausgelöst.  
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1.1.4.1. Interferon regulierende Faktoren (IRFs) 
Die Expression der Typ I-IFN wird auf Transkriptionsebene reguliert, wobei Interferon 
regulierende Faktoren (engl.: „Interferon regulatory factors“, IRFs) dabei eine zentrale Rolle 
spielen (Hacker et al., 2006). Die Interferon regulierenden Faktoren IRF3 und IRF7 sowie der 
TNF-Rezeptor-assoziierte Faktor TRAF3, sind an der IFNβ-Produktion essentiell beteiligt 
(Hacker et al., 2006). Jeder IRF besitzt eine konservierte DNA-bindende Domäne, welche an die 
DNA-Konsensussequenz ISRE (engl.: „interferone stimulated response element“) bindet. Die 
Promotorregion des IFNβ-Gens besteht aus vier regulatorischen Elementen, den positiv 
regulatorischen Domänen (PRD I-IV). Es werden ausschließlich PRDI und PRDIII durch IRFs 
aktiviert. Die Aktivierung von PRDII und PRDIV hingegen erfolgt durch NF-κB  und ATF-2/c-
Jun (Panne et al., 2004). Bei Säugetieren findet man neun verschiedene IRFs (IRF1-IRF9), von 
denen mindestens drei (IRF1, IRF3 und IRF7) an der positiven Regulation der INFα/ß-
Transkription beteiligt sein können (Taniguchi et al., 2001).  
Bei IRF3 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, welcher konstitutiv in nahezu allen 
Zellen exprimiert wird. Nach der Detektion von Pathogenen durch die Zelle werden spezifische 
Serinreste von IRF3 phosphoryliert. Damit kommt es zur Bildung von Homodimeren oder 
Heterodimeren mit IRF7, die dann in den Kern translozieren und die Expression verschiedener 
Typ I-IFN induzieren können (Marie et al., 1998; Lin et al., 2000). Für die Phosphorylierung und 
damit auch für die Aktivierung verantwortlich sind die Serin/Threonin-Kinasen TBK1 und IKK-i 
(IKKε) (Fitzgerald et. al, 2004). Im Zellkern bindet IRF3 dann an die entsprechenden 
"interferon-stimulated-response-elements" (ISRE) der Zielgene und aktiviert so deren 
Expression.  
IRF7 wurde zunächst als Repressor des EBV-kodierten Gens EBNA-1 beschrieben, welches ein 
ISRE-ähnliches Element enthält (Zhang et al., 1997) und starke Aminosäuresequenzhomologien 
mit IRF3 aufweist (Wathelet et al., 1998). Während IRF3 in nahezu allen Zelltypen konstitutiv 
exprimiert wird, hängt die IRF7-Expression in den meisten Zellen (mit Ausnahme von 
plasmazytoiden dendritischen Zellen, pDCs) von der Anwesenheit eines Typ I-IFN-Stimulus ab. 
Besteht keine Infektion, so exprimieren die Zellen nur in geringen Mengen IRF7. Kommt es 
jedoch zu einer Infektion, so steigt die IRF7-Synthese durch eine IRF3-abhängige Produktion 
von IFNβ stark an (Decker et al., 2005). IRF7 hat aufgrund einer hohen Empfänglichkeit für eine 
Ubiquitin-abhängige Degradation nur eine sehr kurze Halbwertszeit, die bei 0,5 bis 1h liegt (Sato 
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et al., 2000). Diese strenge Regulation könnte als Schutzmechanismus der Wirtszelle dienen, um 
eine zu hohe Typ I-IFN-Konzentration und den damit einhergehenden schädigenden Einfluss auf 
die Zelle zu verhindern. Man unterscheidet zwei verschiedene Phasen der Typ I-IFN-Induktion: 
In der frühen Phase kommt es in Folge einer Virusinfektion zunächst zur Phosphorylierung und 
zu einer Homo- und Heterodimerisierung von IRF3 und IRF7. Anschließend translozieren diese 
dann in den Zellkern und es erfolgt die Bildung eines sogenannten Enhanceosoms, welches dann 
an den IFNβ-Promotor bindet und mit Hilfe von CBP/p300 die Zielgenexpression (z. B. IFNα/β 
und das Chemokingen CXCL10) aktiviert (Maniatis et al., 1998; Yoneyama et al., 1998). In der 
späten Phase der Typ I-IFN-Induktion bindet sekretiertes IFNα/β auto- oder parakrin an den Typ 
I-IFN-Rezeptor, einem Heterodimer bestehend aus IFNAR1 und IFNAR2. Diese Bindung 
aktiviert den Transkriptionsfaktor ISGF-3, der wiederum in den Kern transloziert und dort eine 
IRF7-Expression induziert. Erfolgt nun ein Stimulus durch eine Virusinfektion, z. B. mit viralen 
Nukleinsäuren, so führen diese nach Erkennung zur Produktion von großen Mengen Typ I-IFN 
und komplettieren somit eine positive Rückkopplungsreaktion (Taniguchi et al., 2006). Die 




 Abb. 4: Schematische Darstellung des IFNβ-Signalweges. Sowohl extrazelluläre als auch 
endosomale TLRs erkennen mikrobielle Komponenten wie LPS (TLR4) oder Nukleinsäuren 
(TLR3, TLR7 und TLR9) und aktivieren somit die Adapterproteine TRIF/TRAM sowie MyD88. 
Diese bewirken eine Induktion von IFNβ via IRF3 und/oder IRF7. NOD2 scheint nach Bindung 
von viraler ssRNA ebenfalls IRF3-vermittelt IFNβ induzieren zu können. Die Weiterleitung des 
Signals nach Bindung von RNA an die RLRs erfolgt via MAVS. Die DNA bindenden 
Rezeptoren wie cGAS und IFI16 aktivieren den IFNβ-Signalweg über das Adaptermolekül 
STING. STING scheint darüber hinaus in der Lage zu sein, bakterielles c-di-GMP  und c-di-
AMP direkt zu binden. 
1.1.4.2. Antibakterielle Funktionen von Typ I-IFN 
Typ I-IFN binden alle an den gleichen Rezeptor, den IFN-α-Rezeptor (IFNAR). Nach Bindung 
an die Untereinheit IFNAR1 kommt es zur Heterodimerisierung des Rezeptorkomplexes 
(IFNAR1/IFNAR2) (Mogensen et al., 1999). Anschließend werden die rezeptorgebundenen 
Janus-Kinasen Jak-1 und Tyk-2 aktiviert. Diese Aktivierung hat die nachfolgende 
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Phosphorylierung zytoplasmatischer STAT-Proteine zur Folge. Im Falle von IFNα und IFNβ 
verläuft die Signalweiterleitung über den Transkriptionsfaktor ISGF-3, welcher aus aktivierten 
STAT1- und STAT2-Proteinen sowie dem IRF9-Protein aufgebaut ist (Fu et al., 1990; Veals et 
al., 1992). Dieser Komplex transloziert nun in den Zellkern und schaltet die Expression 
hunderter verschiedener Gene an, die ein "interferon stimulated response element" (ISRE) in 
ihrem Promotor aufweisen und als Interferon stimulierte Gene (ISGs) bezeichnet werden (Levy 
et al., 1986). Hierzu gehört neben vielen antiviralen Proteinen unter anderem die induzierbare 
Nitritoxid-Synthase (iNOS), die protektive Effekte gegenüber Bakterien wie Chlamydia 
trachomatis und Burkholderia pseudomallei aufweist (Devitt et al., 1996). Durch ein weiteres 
ISG, der Indolamin2,3-dioxygenase (IDO) kommt es zu einer Restriktion der 
Tryptophanverfügbarkeit und somit zu einem negativen Effekt auf das Wachstum von 
Streptokokken, Enterokokken und Chlamydophila pneumoniae (Däubener and MacKenzie, 
1999; Njau et al., 2009). Darüber hinaus wird auch die Bildung sogenannter Interferon-
regulierter GTPasen (IRGs) induziert, die antibakterielle Effekte gegenüber intrazellulären 
Pathogenen wie Toxoplasma gondii, Salmonella und Shigella vermitteln (Howard, 2008;  
Bukholm et al., 1984; Niesel et al., 1986). 
Die Auswirkungen der Typ I-IFN auf verschiedenste Zellen sind vielfältig und reichen von der 
Aktivierung von Immunzellen, wie z. B. B- und T-Zellen, Makrophagen und natürliche 
Killerzellen bis hin zur Inhibierung der entero-bakteriellen Invasion in Fibroblasten und 
Epithelzellen sowie der Steigerung der virusvermittelten Apoptose in Makrophagen (Jego et al., 
2003; Rogge et al., 1997; Rollag et al., 1984; Nguyen et al., 2002; Decker et al., 2005; Tanaka et 
al., 1998). Ein wichtiger Aspekt in der frühen Phase der Immunreaktion ist die IFNα  und IFNβ-
vermittelte Induktion der MHC-Klasse-I-Expression. (Biron, 1998). Auf diese Weise wird die 
Präsentation von Antigenen auf infizierten Körperzellen vervielfältigt und so dem Immunsystem 
leichter zugänglich gemacht. Im Allgemeinen begrenzen die Typ I-Interferone somit die virale 
Ausbreitung. Darüber hinaus vermitteln sie die Abtötung infizierter Zellen und die Aktivierung 
und Expansion von Lymphozyten, welche für eine Kontrolle intrazellulärer Infektionen essentiell 
sind. Somit stellen die Typ I-Interferone einen Abwehrmechanismus dar, der eine Brücke 
zwischen angeborener und erworbener Immunantwort bildet.  
Verglichen mit der gut untersuchten Rolle der Typ I-IFN in viralen Infektionen, ist die Bedeutung 
dieser Zytokine in nicht-viralen Infektionen vergleichsweise wenig untersucht. In den achtziger 
Jahren wurde erstmals eine Induktion der Typ I-Interferone nach bakteriellen Infektionen, 
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sowohl in vitro als auch in vivo beschrieben. Eine Behandlung von Makrophagen und 
Neutrophilen mit Typ I-IFN zeigte eine verstärkte antimikrobielle Aktivität gegenüber 
Chlamydia psittaci, Mycobacterium avium, Toxoplasma gondii, Leishmania spp. oder auch 
Candida albicans-Infektionen. Besonders verstärkt wird diese Aktivität durch Endotoxine (LPS) 
(Nakane et al., 1982; Diez et al., 1989; Passwell et al., 1986; Carlin et al., 1989; Schmitz et al., 
1989 und Denis, 1991). Weitere Studien zeigten, dass die intrazelluläre Replikation von 
Legionellen und Shigellen durch Typ I-IFN limitiert wird (Hess et al., 1989; Opitz et al., 2006). 
Mäuse mit defizientem IFNAR zeigten eine erhöhte Bakterienlast nach Infektion mit S. 
pneumoniae, E. coli  und Legionella pneumophila (Mancuso et al., 2007; Lippmann et al., 2011). 
Bislang konnte jedoch auch gezeigt werden, dass sich nach bakterieller Infektion gebildetes Typ 
I IFN auch schädliche Auswirkungen auf den Wirt haben kann (Auerbuch et al., 2004; 
Bouchonnet et al., 2002; Carrero et al., 2004; Manca et al., 2001; O'Connell et al., 2004; Stanley 
et al., 2007).  
1.2. Chlamydophila pneumoniae 
Chlamydien sind gram-negative Bakterien welche zur Ordnung der Chlamydiales gehören. 
Phylogenetische Analysen, insbesondere der 16s und 23s -rRNA führten Ende der neunziger 
Jahre zu einer überarbeiteten Taxonomie (Everett et al., 1999). Die Ordnung Chlamydiales 
besteht aus den vier Familien Chlamydiaceae, Parachlamydiaceae, Waddliaceae, und 
Simkaniaceae. Die human- und tierpathogenen Chlamydien gehören zur Familie der 
Chlamydiaceae, in der die bisher einzige Gattung Chlamydia in zwei Gattungen Chlamydophila 
(Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psitacci) und Chlamydia (Chlamydia trachomatis) 
unterteilt wurde (Everett et al., 1999; Bush und Everett, 2001).  
Bei Chlamydophila pneumoniae handelt es sich um ein obligat intrazelluläres Bakterium, 
welches einen zweiphasigen Entwicklungszyklus durchläuft. Zu Beginn der Infektion invadieren 
die extrazellulären, infektiösen und metabolisch inaktiven Elementarkörperchen (engl.: 
„elementary bodies“, EBs) die Wirtszelle (Higashi er al., 1965). Als Wirtszelle können dem 
Bakterium die verschiedensten Zelltypen dienen, darunter zirkulierende Makrophagen, arterielle 
glatte Muskelzellen und vaskuläre Endothelzellen (Mussa et al., 2006). Intrazellulär wird nun ein 
Einschlusskörper (griechisch: „chlamyd“: Mantel, Hülle; auch Inklusion) gebildet, in welchem 
sich die infektiösen EB’s zu metabolisch aktiven Netzkörperchen (engl.: "reticulate bodies", 
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RBs) differenzieren. Anschließend beginnt die Replikation durch Zweiteilung und die 
Differenzierung von RBs in EBs, welche schließlich nach ca. 48 bis 72 h freigesetzt werden.  
Neben dem beschriebenen Vermehrungszyklus gibt es noch eine andere Verlaufsform der 
Infektion mit C. pneumoniae, die Persistenz. Verschiedenste Faktoren wie z. B. Antibiotika, das 
Fehlen von essentiellen Aminosäuren und Glucose und die Anwesenheit von IFNγ können eine 
persistierende C. pneumoniae-Infektion auslösen (Beatty et al., 1994). Charakteristisch für dieses 
Stadium sind Einschlüsse aberranter Form, welche sich nicht wieder zu EBs differenzieren. 
Möglicherweise spielt diese persistierende Form der Infektion eine wichtige Rolle in der 
Pathogenese bedeutender chronischer Erkrankungen wie Arteriosklerose, Asthma und Arthritis 
(Kuo et al., 1995; Hahn et al., 2000; Laurila et al., 1997; Saikku et al., 1988). Der 
Hauptinfektionsweg ist die Inhalation erregerhaltiger Aerosole. Die meisten Infektionen mit C. 
pneumoniae verlaufen mild und weitgehend asymptomatisch, jedoch kann der Erreger auch eine 
Reihe verschiedener Erkrankungen des oberen und unteren Respirationstraktes hervorrufen, 
wobei hier am häufigsten Bronchitiden und interstitielle Pneumonien auftreten. Die 
Seropositivitätsrate von Chlamydophila pneumoniae in der deutschen Bevölkerung liegt bei 80 
%. Chlamydophila pneumoniae-Pneumonien treten weltweit auf. Eine Studie beschreibt 
Chlamydophila pneumoniae als ursächliches Pathogen in 8 % aller Pneumonie-Fälle in 
Nordamerika, 6 % in Europa, 6 % in Lateinamerika und jeweils 5 % in Asien und Afrika (Arnold 
et al., 2007). Im Gegensatz zu Chlamydia trachomatis wurde bislang nur ein Serotyp von 
Chlamydophila pneumoniae beschrieben (TWAR).  
Innherhalb der Chlamydiaceae existiert eine konstitutive Resistenz gegenüber Aminoglykosiden 
und Glykopeptiden. Obwohl sowohl C. trachomatis als auch C. pneumoniae die genomische 
Voraussetzung zur Synthese von Peptidoglykan und Penicillin-bindenden Proteinen aufweisen, 
konnte keine Sensitivität auf Penicillin und Amoxicillin in vivo nachgewiesen werden (Rockey et 
al., 2000). Diese Tatsache bezeichnet man auch als das „chlamydiale Paradoxon“, bzw. die 
„chlamydiale Anomalie“ (Ghysen et al., 1999). Chlamydien sind empfindlich auf Antibiotika, die 
in die bakterielle Proteinbiosynthese eingreifen oder mit der DNA interagieren, wie Tetrazykline, 
Chinolone und Makrolide (Hammerschlag, 2002). Bislang gibt es keine nennenswerten Hinweise 
auf Resistenzentwicklungen innerhalb der Chlamydiaceae. Ein Hauptcharakteristikum der 
Chlamydieninfektion ist die Fähigkeit dieser Erreger, innerhalb der Wirtszelle monate- oder 
jahrelang durch eine persistente Infektion zu verweilen. In diesem Zustand verhalten sie sich 
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refraktär gegenüber Antibiotika und sind metabolisch nahezu inaktiv. Die Wirtszellfunktion wird 
durch die Persistenz kaum beeinträchtigt.  
1.2.1. Lebenszyklus 
Zu Beginn eines Infektionszyklus bindet das infektiöse, elektronendichte, ca. 0,3 µm große 
Elementarkörperchen (EB) u.a. mit Hilfe elektrostatischer Prozesse an die Wirtszellmembran 
und wird anschließend von der Wirtszelle über einen Mikrotubuli-unabhängigen 
Endozytoseprozess aufgenommen (Zhang et al., 1992; Campbell et al., 2004). Der intrazelluläre 
Entwicklungszyklus geht mit der Bildung einer Vakuole einher, die als Inklusion 
(Einschlusskörper) bezeichnet wird (Abb. 5). Die Inklusionsmembran erlaubt dem Bakterium die 
Aufnahme von essentiellen Aminosäuren, Nukleotiden und Lipiden der Wirtszelle (Hackstadt et 
al., 1995; Hatch, 1975a, b; McClarty, 1994; Moulder, 1991; Wylie et al., 1997). Unmittelbar nach 
der Infektion umhüllt die aus der Plasmamembran entstandene Inklusionsmembran das 
Elementarkörperchen. Innerhalb weniger Stunden wird diese dann mit Hilfe eines chlamydialen 
Typ-III-Sekretionssystems, u.a. durch die Insertion intrinsischer Membranproteine, sogenannter 
Inc-Proteine (engl.: „integral inclusion membrane protein“) modifiziert (Fields et al., 2003; 
Rockey et al., 1995, 2002; Shaw et al., 2000). Diese Modifikationen sind Auslöser für 
verschiedenste Interaktionsmechanismen mit der Wirtszelle. Sie führen unter anderem zu einer 
dynein-abhängigen Migration zum Mikrotubuli-organisierenden Zentrum (Clausen et al., 1997; 
Grieshaber et al., 2003), zu einer Verhinderung des klassischen endosomalen Abbaus 
insbesondere der Fusion des Autophagosoms mit Lysosomen (Al-Younes et al., 1999; Fields & 
Hackstadt, 2002; Taraska et al., 1996; van Ooij et al., 1997; Wyrick, 2000) und der Fusion mit 
Vesikeln des Golgi-Apparates, welche die Chlamydien mit Sphingomyelin und Cholesterol 
versorgen (Carabeo et al., 2003; Hackstadt et al., 1996, 1997). Erst kürzlich konnten Heuer et al. 
die Chlamydien-induzierte Bildung von sogenannten „ministacks“ des Golgiapparates 
nachweisen (Heuer et al., 2009). Hierbei handelt es sich um eine Fragmentierung des 
Golgiapparates, die durch eine chlamydienassoziierte Spaltung des integralen Golgin84-Proteins 
verursacht wird (Heuer et al., 2009). Verantwortlich für diese Spaltung ist nach neuesten Studien 
die chlamydienspezifische Protease CPAF (engl.: „chlamydial protease-like activity factor“) 
(Christian et al., 2011). Nur wenige Stunden nach der Internalisierung redifferenzieren die EBs 
zu ca. 1-1,5 µm großen und metabolisch aktiven RBs was sich unter anderem im Verlust der 
Infektivität, der Vergrößerung und dem Einsetzen der Replikation zeigt. Speziesabhängig beginnt 
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ca. 20 bis 48 h nach der Infektion die Bildung neuer infektiöser EBs, die am Ende des Zyklus 
über zwei verschiedene, nicht redundante Mechanismen wieder in den extrazellulären Raum 
freigesetzt werden können (Abb.5). 
Beim ersten Mechanismus handelt es sich um die sogenannte (Aktin-vermittelte) Extrusion 
(Chin et al., 2012). Hierbei wird die Bakterienvakuole abgeschnürt und verlässt die Wirtszelle 
innerhalb eines membranumhüllten Kompartimentes. Bei diesem Vorgang bleibt die Wirtszelle 
intakt, wobei jedoch restliche Chlamydieninklusionen in der Wirtszelle verbleiben können. Beim 
zweiten Austrittsmechanismus handelt es sich um einen destruktiven Prozess, der durch Cystein-
Proteasen vermittelt wird und sowohl eine Vakuolenruptur als auch eine Ruptur der 
Plasmamembran zur Folge hat. Aus der zerstörten Zelle werden dann alle infektiösen EBs 








 Abb. 5: Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus der Chlamydien. Die infektiösen 
Elementarkörperchen (EBs) heften sich an der Wirtszellmembran fest und werden über einen 
endozytotischen Prozess von einem membranumschlossenes Kompartiment (der Inklusion) 
umhüllt. Im Anschluss findet eine Differenzierung zur Vermehrungsform, dem 
Retikulärkörperchen (RBs) statt, das sich schließlich wieder zu EBs redifferenziert. Durch 
Extrusion oder Zelllyse werden die EBs anschließend freigesetzt. Die persistente Form der 
Chlamydien bezeichnet man als aberrante Einschlusskörper (ABs), die sich durch ein 
verzögertes Wachstum auszeichnen. 
Anhand des chlamydialen Entwicklungszyklus wird deutlich, dass eine erfolgreiche Replikation 
der Chlamydien nur durch die Interferenz mit der Wirtszelle ermöglicht wird. Welche Faktoren 




Alle Bakterien des Phylums Chlamydiae haben die genetische Vorraussetzung für einen Typ III-
Seketionsapparat (T3S-System). Hierbei handelt es sich um ein Proteintransportsystem, das von 
gram-negativen Bakterien genutzt wird um Effektorproteine direkt in die Wirtszelle zu injizieren 
(Peters et al., 2007). T3S-Systeme sind makromolekulare Strukturen, welche aus 20 bis 35 
Proteinen bestehen und aufgrund ihrer Änhnlichkeit mit einer Injektionsnadel auch als 
„Injektosom“ bezeichnet werden (Cornelis et al., 2006). Komponenten des chlamydialen 
Injektosoms konnten bislang in allen Infektionsstadien beobachtet werden. Bei den bisher 
identifizierten Substraten des chlamydialen TS3-Systems handelt es sich um die oben bereits 
erwähnten Inc-Proteine. Die genauen Funktionen dieser ca. 25 löslichen Proteine und ungefähr 
40 bis 50 integralen Membranproteine sind bis heute noch weitestgehend unbekannt (Rockey et 
al., 1995; Fields und Hackstadt 2003). Ein Beispiel ist das IncA-Protein, das sich an der äußeren 
Inklusionsmembran befindet und unter anderem in der Lage ist lange Fasern auszubilden, an 
denen die Inklusionen sich weiter fortbewegen können um neue Inklusionen zu bilden (Suchland 
et al., 2005). Ein weiteres TS3-Effektorprotein ist das sogenannte Tarp-Protein (engl.: 
„Translocated actin-recruiting phosphoprotein“), das unter anderem während der Invasion von 
Epithelzellen von EBs transloziert wird und vermutlich an der Invasion durch eine Aktin-
Rekrutierung beteiligt ist (Clifton et al., 2004). Es ist anzunehmen, dass die T3S-Substratproteine 
hierarchieabhängig transloziert werden, um in verschiedenen Infektionsstadien spezifisch 
Zellfunktionen zu manipulieren. Auch das Inklusionsmembranprotein Cpn0585 (Chlamydophila 
pneumoniae 0585) interagiert mit den verschiedensten Rab-GTPasen der Wirtszelle (Cortes et 
al., 2007). Ein weiterer entscheidender  Virulenzfaktor ist die chlamydiale Protease CPAF (engl.: 
„chlamydial protease-like activity factor“). Hierbei handelt es sich um eine, innerhalb der 
Chlamydiales hochkonservierte, atypische Serin–Protease. Bei einer Infektion wird CPAF in das 
Wirtszellzytosol sekretiert und interagiert dort mit mindestens 16 verschiedenen 
Wirtszellproteinen. CPAF spielt nicht nur eine Rolle bei apoptotischen Prozessen und der  
Degradierung spezifischer Transkriptionsfaktoren der Wirtszelle, sondern ist auch an der 
Fragmentierung des Golgi-Apparates beteiligt (siehe oben; Christian et al., 2011). 
Der Wandaufbau der Chlamydien entspricht im Wesentlichen dem allgemeinen Bauprinzip gram-
negativer Bakterien, jedoch mit dem Unterschied einer fehlenden Peptidoglykanschicht 
(„chlamydiales Paradoxon“). Die Festigkeit der Zellwand wird bei den Chlamydien durch 
Disulfid-Brücken verbundene, Cystein-reiche Proteine der Außenmembran erreicht (Hatch et al., 
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1981). Chlamydien besitzen ebenfalls ein gattungsspezifisches LPS, welches als cLPS 
bezeichnet wird. Sowohl das cLPS als auch das chlamydiale Hitzeschockprotein 60 (chsp60) 
werden von den Chlamydien in großer Menge hergestellt und stehen im Verdacht, an 
pathologischen Prozessen der Arteriosklerose-Entwicklung beteiligt zu sein (Linanmaki et al., 
1993; Kol et al., 1998). Die immunogene Potenz des cLPS liegt jedoch weit unter der des  LPS 
aus Enterobakterien (Tsutsumi-Ishii et al., 2008). Weiterhin sind in die Chlamydienzellmembran 
zahlreiche Proteine (engl.: „outer membrane proteins“ = OMPs) eingelagert. Das 
Hauptmembranprotein (engl.: „major outer membrane protein = MOMP oder OMP-1“) macht 
ungefähr 60 % des Gesamtproteinanteils aus und trägt spezies- und serotypspezifische Epitope 
(Caldwell et al., 1981). Zudem wurde MOMP bereits in mehreren Studien als eines der zentralen 
Vakzinierungsantigene beschrieben (Farris et al., 2011). 
1.2.3. Erkennung von C. pneumoniae durch das angeborenen Immunsystem 
Das angeborene Immunsystem erkennt Chlamydien mit Hilfe von transmembranären und 
intrazellulären PRRs, welche nachfolgend die initiale Abwehrreaktion des Wirtes aktivieren 
sowie die verzögert einsetzende adaptive Immunantwort regulieren. So werden Chlamydien 
durch verschiedene Mitglieder der Toll-like Rezeptoren erkannt. Die Erkennung von 
chlamydialem LPS scheint hierbei eine wichtige Rolle zu spielen (Rodriguez et al., 2006). So 
zeigten Bulut et al. (2002 und 2009) eine durch chlamydiales LPS ausgelöste Aktivierung des 
TLR4/Myd88-Signalweges bei einer C. pneumoniae-Infektion (Bulut et al., 2002; Bulut et al., 
2009). Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass TLR4/Myd88-defiziente Makrophagen in der 
Lage waren sowohl IFNα als auch IFNγ nach Infektion mit Chlamydophila pneumoniae zu 
produzieren (Rothfuchs et al., 2004). Es konnte ausserdem gezeigt werden, dass auch TLR2 eine 
entscheidende Rolle bei der Abwehr einer respiratorischen Chlamydieninfektion in der frühen 
Lebensphase von Mäusen spielt. Hierbei kommt es, in Abwesenheit von TLR2, sowohl zu einer 
reduzierten Inflammation und  Phagozytoseaktivität neutrophiler Granulozyten, als auch zu einer 
erhöhten Infektionsrate der Chlamydien (Beckett et al., 2012). Weitere Untersuchungen machen 
deutlich, dass nicht nur TLR2 und TLR4 eine Rolle bei der Chlamydienerkennung zu spielen 
scheinen, sondern auch der sich in intrazellulären Endosomen befindliche TLR9 beteiligt zu sein 
scheint (Netea et al., 2004). Studien mit unmethylierter chlamydialer CpG-DNA zeigten 
ebenfalls eine Aktivierung von TLR9 (Ouburg et al., 2009). Kürzlich wurde zudem eine 
Beteiligung von TLR3 an der Aktivierung von murinen Epithelzellen durch Chlamydia 
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muridarum aufgezeigt (Derbigny et al., 2012). Wie es bei der Chlamydieninfektion zu einer 
Bildung von Doppelstrang RNA, dem Liganden von TLR3 kommt, ist bisher noch unbekannt. 
Da es sich bei Chlamydophila pneumoniae um einen obligat intrazellulären Erreger handelt, liegt 
eine Beteiligung intrazellulärer Rezeptoren sehr nahe. So sind die NLRs kritische Faktoren in der 
Initiierung der angeborenen Immunantwort auf eine Infektion mit Chlamydophila pneumoniae. 
Unter anderem konnte gezeigt werden, dass NOD1 an der Erkennung von Chlamydien beteiligt 
ist (Opitz et al., 2005; Welter-Stahl et al., 2006). Eine Überexpression von NOD1 oder NOD2 in 
HEK293-Zellen erlaubte eine Erkennung von C. pneumoniae und eine NF-κB-Aktivierung 
(Opitz et al., 2005). Andersherum reduzierte die siRNA-vermittelte Expressionshemmung von 
NOD1 in humanen Endothelzellen die C. pneumoniae-stimulierte IL-8-Produktion (Opitz et al., 
2005). Mäuse, denen das Gen für das im NOD1/2-Signalweg essentielle Signalmolekül RIP2 
(engl: „receptor interacting protein-2“) fehlte, zeigten eine stark erhöhte Bakterienlast nach einer 
Infektion mit Chlamydophila pneumoniae im Vergleich zu Wildtyptieren (Shimada et al., 2009).  
Neben NOD2 und NOD2 ist NLRP3 ein weiteres NLR-Molekül, welches einen 
entscheidendenden Beitrag zu der angeborenen Immunantwort auf eine Chlamydieninfektion 
leistet. So verdeutlicht eine Studie von 2010 erstmals die Bedeutung von NLRP3 bei einer C. 
pneumoniae-induziertem Inflammation mit Hilfe von NLRP3-defizienten Mäusen (He et al., 
2010). Eine weitere Studie bestätigte die Beteiligung von NLRP3 an der C. pneumoniae-
induzierten IL-1-Sekretion (Shimada et al., 2012). Schließlich ist es unserer Arbeitsgruppe 
gelungen zu zeigen, dass die C. pneumoniae-vermittelte Induktion von IL-1 nicht nur NLRP3-
abhängig ist, sondern die GTPase Rac essentiell daran beteiligt zu sein scheint (Eitel et al., 
2012). 
Ebenso wurde in einer kürzlich publizierten Arbeit aufgezeigt, dass Chlamydia trachomatis über 
das NLR-Molekül NLRX1 verstärkt ROS induziert und das dieser Mechanismus das 
Chlamydienwachstum positiv beeinflusst (Abdul-Sater et al., 2010). Hierbei wird vermutet, dass 
die NLRX1-vermittelte ROS-Produktion zu einer NLRP3-abhängigen Aktivierung von Caspase-
1 führt, welche wiederum für eine Spaltung von Golgin-84 verantwortlich sein könnte (Abdul-
Sater et al., 2010; Heuer et al., 2009). Diese Spaltung bewirkt eine Fragmentierung des Golgi-
Apparates der Wirtszelle und führt somit zu einer erleichterten Nährstoffaufnahme und zu einem 
Wachstumsvorteil für die Chlamydien (Heuer et al., 2009).  
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Chlamydien haben im Laufe der Evolution eine Reihe von Mechanismen entwickelt, der 
Erkennung und Bekämpfung durch das angeborene Immunsystem zu entgehen. Nicht zuletzt ist 
ihnen die Existenz eines membranumhüllten Kompartiments, der Inklusion, hierbei sehr 
hilfreich. So haben verschiedenste Mikroorganismen, darunter auch Chlamydien (Heinzen et al., 
1996), Mechanismen entwickelt, dem lysosomalen Abbau zu entgehen (Campoy und Colombo, 
2009b; Orvedahl und Levine, 2009). Weiterhin interagieren zellautonome Abbauprozesse wie die 
Autophagie ebenfalls mit intrazellulären Signalmolekülen und Effektoren und haben somit unter 
anderem durch Beeinflussung der Lysozym-Sekretion, des Ubiquitin-Signalweges und der 
Antigenpräsentation auch eine indirekte protektive Funktion (Brodsky und Medzhitov, 2009; 
Shahnazari und Brumell, 2011). Autophagie scheint zudem auch Inflammasome negativ zu 
regulieren (Sumpter und Levine, 2010). Auch reaktive Sauerstoffradikale sind an der Regulation 
autophagischer Prozesse beteiligt (Azad et al., 2009; Scherz-Shouval and Elazar, 2011). Kommt 
es zu Defekten im Autophagie-Prozess z. B. durch die Reduktion von LC3 mittels  RNAi oder 
Inhibition der Azidifizierung des Lysosoms durch BafA, führt dies zu einer negativen 
Beeinflussung des chlamydialen Entwicklungszyklus (Ouelette et al., 2011; Al-Younes et al., 
2011). Hierbei wird vermutet, dass die aus dem lysosomalen Abbau resultierende Verfügbarkeit 
der Aminosäuren, insbesondere für Chlamydophila pneumoniae eine essentielle Rolle zu spielen 




1.3. Zielstellung der Arbeit 
Chlamydophila pneumoniae ist ein wichtiger Erreger von Infektionen des Respirationstraktes. 
Zudem wird kontrovers diskutiert, ob Chlamydophila pneumoniae Infektionen unter anderem 
durch die Förderung inflammatorischer Reaktionen in Endothelzellen und anderen Zellen zur 
Ausbildung vaskulärer Läsionen und subsequenter Arteriosklerose beiträgt (Watson und Alp, 
2008). Darüber hinaus sind Endothelzellen Zielzellen wichtiger anderer bakterieller Pathogene. 
Bisher ist jedoch nur wenig über die zellautonomen, angeborenen Erkennungs- und 
Abwehrmechanismen in der Infektion mit Chlamydien und anderen intrazellulären Bakterien in 
Endothelzellen bekannt. 
Ziel dieser Dissertation war es daher, die Erkennungs- und Abwehrfunktionen in humanen 
Endothelzellen während der Infektion mit Chlamydophila pneumoniae weiterführend zu 
untersuchen. Zum einen wurde ein Mechanismus auf molekularer Ebene untersucht, bei dem die 
Erkennung von Chlamydophila pneumoniae zu einer Produktion von Typ I-IFN führt, die 
nachfolgend autokrin die intrazelluläre Replikation der Bakterien kontrollieren. Zum anderen 
konnte bei der Suche nach möglichen Regulatoren dieses Typ-I IFN-Signalweges das NLR-
Molekül NLRX1 identifiziert werden, das über einen Typ I-IFN-unabhängigen Mechanismus das 





2.1. Lebende C. pneumoniae induzieren IFNβ in primären  humanen Endothelzellen 
Die Mechanismen der Induktion von Typ I-IFN durch Bakterien ist bislang immer noch 
unzureichend geklärt und somit Gegenstand aktueller Forschungsprojekte. Im Folgenden sollte 
nun die Expression von IFNβ nach Infektion mit C. pneumoniae in humanen Endothelzellen 
ermittelt werden. Hierbei wurden frisch isolierte humane Endothelzellen aus der 
Nabelschnurvene (HUVEC) sowohl mit lebenden als auch mit hitzeinaktivierten C. pneumoniae 
infiziert, bzw. stimuliert. Die Infektion mit C. pneumoniae aktivierte eine zeit-, und 
dosisabhängige Produktion des IFNβ-Proteins und der Expression von mRNA (Abb. 6A und B). 
Hitzeinaktivierte Chlamydien hingegen zeigten keine Induktion von IFNβ nach Infektion mit C. 
pneumoniae. 
 
Abb. 6: Induktion einer IFNβ-Produktion nach Infektion mit C. pneumoniae in HUVEC. 
HUVEC wurden mit C. pneumoniae (Stamm CWL029, lebend und inaktiviert (UV-
/hitzeinaktiviert; je MOI3)) mit verschiedenen MOIs für 16 h, bzw. mit MOI 5 zu verschiedenen 
Zeitpunkten (1 bis 16 h) infiziert. [A] Die IFNβ−Produktion wurde mit Hilfe eines ELISA 
ermittelt. [B] Zur Ermittlung der IFNβ-mRNA wurde die quantitative RT-PCR (qRT-PCR) 
eingesetzt und mit der GAPDH-Expression normalisiert. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die 




2.2. Die C. pneumoniae-vermittelte IFNβ-Produktion ist IRF3-abhängig 
Die Regulation der IFNβ-Genexpression in virusinfizierten Zellen wird hauptsächlich durch die 
Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 reguliert. Nachfolgende Experimente sollen Aufschluss 
über eine mögliche Beteiligung dieser Transkriptionsfaktoren an der C. pneumoniae-induzierten 















Abb 7: Beteiligung von IRF3 an der C. pneumoniae-induzierten IFNβ-Induktion. HUVEC 
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten mit C. pneumoniae  infiziert oder mit poly dA-dT (0,1 
µg/µl), bzw. TNF-α (10 µg/ml) stimuliert. Immunfluoreszenzfärbungen von IRF3 [A/B] und der 
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NF-κB-Untereinheit p65 [C] wurden durchgeführt und mittels konfokaler Laserscanmikroskopie 
(Vergrößerung x 640) untersucht. [D] Infizierte Zellen wurden mit Hilfe des ChIP-Verfahrens 
und den entsprechenden Antikörpern (α-) sowie IFNβ-Promoter-spezifischen Primern 
untersucht. Als Kontrolle wurde das IFNβ-Promotersegment in Zelllysaten ohne vorherige 
Immunopräzipitation amplifiziert (Input). [E] HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA (csi) sowie 
mit mit siRNA gegen IRF3 (siIRF3, s1: Sequenz 1, s2: Sequenz 2) transfiziert. IRF3 und ERK2 
als Beladungskontrolle wurden mittels Western-Blot detektiert. [F/G] Kontroll-siRNA (csi) und 
siIRF3-transfizierte HUVEC wurden mit C. pneumoniae (MOI 5) infiziert. Nachfolgend wurde 
mittels RT-PCR [F] und ELISA [G] die mRNA- und Proteinproduktion von IFNβ untersucht. [H, 
I] HUVEC wurden mit csi und siIRF3 transfiziert, nach 72 h mit C. pneumoniae infiziert und 
mittels qRT-PCR auf die IRF3- [H], bzw. IFNβ-Expression [I] hin untersucht. Die Ergebnisse in 
A bis F sind jeweils repräsentativ für drei unabhängige Experimente. Die in G-I dargestellten 
Ergebnisse zeigen die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus drei unabhängigen 
Experimenten. Die in G gezeigte Vervielfachung (engl.: „fold increase“) der IFNβ Produktion 
bezieht sich auf den Wert der mit Kontroll-siRNA transfizierten und mit C.p. infizierten HUVEC 
(= 1). Die Ergebnisse der qRT-PCR [H, I] repräsentieren die Mittelwerte und deren 
Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten normalisiert auf die GAPDH-
mRNA. Signifikante Unterschiede sind dargestellt mit ***p < 0,001; **p < 0,01). 
Nach einer Aktivierung von IRF3 durch Phosphorylierung, kommt es zu einer Translokation vom 
Zytosol in den Zellkern, was sich konfokalmikroskopisch nachweisen lässt. Es zeigte sich, dass 
IRF3 nach Infektion mit C. pneumoniae in den Zellkern transloziert (Abb. 7A). Drei bis sechs 
Stunden nach der Infektion erreichte die Translokation von IRF3 in den Zellkern das Maximum 
(Abb. 7A). Hitzeinaktivierte Chlamydien waren nicht in der Lage, eine Translokation von IRF3 
in den Zellkern zu induzieren (Abb. 7A). 
Doppelsträngige B-DNA wird durch zytosolische PRRs wie z.B. cGAS detektiert und stimuliert 
nachfolgend eine IRF3-abhängige Typ I-IFN-Produktion (Wu et al., 2013; Sun et al., 2013). Das 
synthetische B-DNA-Analogon poly dA-dT wurde deshalb im Folgenden als Positiv-Kontrolle 
verwendet. Hierfür wurde poly dA-dT mittels eines lipid-basierenden Transfektionsreagenz in 
die Zelle eingebracht. Poly dA-dT war ebenso in der Lage eine Kerntranslokation von IRF3 zu 
stimulieren (Abb. 7B).  
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NF-κB bindet an die PRDII-Region des IFNβ-Promotors und spielt neben den IRFs eine 
wichtige Rolle in der virus-induzierten Zusammensetzung des IFNβ-Enhanceosoms (Thanos und 
Maniatis, 1995; Merika et al., 1998). Auch nach Infektion von Endothelzellen mit C. 
pneumoniae zeigte sich bereits nach 1 h eine deutliche Translokation der NF-κB-Untereinheit 
p65 in den Zellkern (Abb. 7C). 
Um die Bindung von IRF3 und p65 an den IFNβ-Promotor genauer zu untersuchen, wurden 
Chromatinimmunpräzipitationen (ChIP) durchgeführt. Diese Experimente gaben deutliche 
Hinweise darauf, dass IRF3 und p65 nach Infektion mit C. pneumoniae an den IFNβ-Promotor 
rekrutiert wurde (Abb. 7D). 
Um direkt nachzuweisen, dass IRF3 an der C. pneumoniae-stimulierten IFNβ-Induktion beteiligt 
ist, wurden RNAi-Experimente durchgeführt. Nach Transfektion von HUVEC mit spezifischer 
siRNA konnte eine starke Reduktion der Expression von IRF3 mittels quantitativer RT-PCR und 
Western Blot nachgewiesen werden (Abb. 7H). Die Inhibition von IRF3 mittels siRNA führte 
zudem zu einer signifikanten Reduktion der C. pneumoniae-stimulierten IFNβ-Expression (Abb. 
7F, G). Zusammengenommen geben die dargestellten Ergenisse deutliche Hinweise darauf, dass 
IRF3 in C. pneumoniae-infizierten Endothelzellen aktiviert wird und nachfolgend eine wichtige 




2.3. Die C. pneumoniae-vermittelte IFNβ-Produktion ist IRF7-abhängig 
Neben IRF3 ist IRF7 ein wichtiger Faktor in der virusinduzierten Typ I-IFN-Antwort. 
Nachfolgfende Experimente sollten Aufschluss darüber geben, ob auch IRF7 an der C. 















Abb. 8: Beteiligung von IRF7 an der C. pneumoniae-induzierten IFNβ-Induktion. [A] 
HUVEC wurden für verschiedene Zeitintervalle mit C. pneumoniae infiziert (MOI 5) und mittels 
quantitativer RT-PCR auf die IRF7-Expression hin untersucht. [B/C] Die Zellen wurden zu 
verschiedenen Zeitpunkten mit C. pneumoniae infiziert oder mit poly dA-dT (0,1 µg/µl) 
stimuliert. Anschließend wurden Immunfluoreszenzfärbungen von IRF7 durchgeführt und 
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mittels konfokaler Laserscanmikroskopie (Vergrößerung x 640) untersucht. [D] Mit C. 
pneumoniae infizierte HUVEC (MOI3) wurden mit Hilfe des ChIP-Verfahrens und den 
entsprechenden Antikörpern (anti-IRF7) untersucht. Als Kontrollwerte dienten die Detektion von 
IgG-Antikörpern (Negativkontrolle) und eine Amplifikation des IFNβ-enhancer (Input, 
Positivkontrolle). [E-H] HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA (csi) oder mit IRF7-siRNA (s1: 
Sequenz 1, s2: Sequenz 2) transfiziert und nach 72 h mit C. pneumoniae (MOI5) infiziert. [E] 6 h 
p.i. wurde die Expression von IRF7 [E, G] und IFNβ [H] in der RT-PCR, bzw. qRT-PCR 
untersucht.  [F] Zusätzlich wurde 16 h p.i. die Konzentration von IFNβ in den Zellüberständen 
ermittelt. Die in B-E dargestellten Ergebnisse sind jeweils repräsentativ für mindestens drei 
unabhängige Experimente. Bei den in F-H dargestellten Ergebnissen handelt es sich um die 
Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten. Die in F 
gezeigte Vervielfachung (engl.: „fold increase“) der IFNβ Produktion bezieht sich auf den Wert 
der mit Kontroll-siRNA transfizierten und mit C.p. infizierten HUVEC (= 1). Die Ergebnisse der 
qRT-PCR [G, H] repräsentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei 
unabhängigen Experimenten normalisiert auf die GAPDH-mRNA. Signifikante Unterschiede 
sind dargestellt mit ***p < 0,001; **p < 0,01). 
Quantitative PCR-Analysen zeigten, dass in C. pneumoniae-infizierten HUVEC die Expression 
von IRF7 ansteigt (Abb. 8A). Nach einer Aktivierung von IRF7 durch Phosphorylierung kommt 
es, wie bei IRF3, zu einer Translokation vom Zytosol in den Zellkern, was sich ebenfalls 
konfokalmikroskopisch nachweisen lässt. Es zeigte sich, dass IRF7 nach Infektion mit C. 
pneumoniae in den Zellkern transloziert (Abb. 8B). Sechs Stunden nach der Infektion erreichte 
die Translokation von IRF7 in den Zellkern das Maximum (Abb. 8B). Hitzeinaktivierte 
Chlamydien waren nicht in der Lage, eine Translokation von IRF7 in den Zellkern zu induzieren 
(Abb. 8B). Das synthetische B-DNA-Analogon poly dA-dT war ebenso in der Lage eine 
Kerntranslokation von IRF7 zu stimulieren (Abb. 8C).  
Um die Bindung von IRF7 an den IFNβ-Promotor genauer zu untersuchen, wurde ebenfalls eine 
ChIP durchgeführt. Die Ergenisse zeigten, dass IRF7 nach Infektion mit C. pneumoniae an den 
IFNβ-Promotor rekrutiert wurde (Abb. 8D). 
Um direkt nachzuweisen ob auch IRF7 an der C. pneumoniae-stimulierten IFNβ-Induktion 
beteiligt ist, wurden ebenfalls RNAi-Experimente durchgeführt. Nach Transfektion von HUVEC 
mit spezifischer siRNA konnte eine starke Reduktion der Expression von IRF7 mittels RT-PCR 
und qRT-PCR nachgewiesen werden (Abb. 8E, G). Die Inhibition von IRF3 mittels siRNA 
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führte zudem zu einer signifikanten Reduktion der C. pneumoniae-stimulierten IFNβ-Expression 
(Abb. 8E, F, H). Zusammengenommen geben die dargestellten Ergenisse deutliche Hinweise 
darauf, dass auch IRF7 in C. pneumoniae-infizierten Endothelzellen aktiviert wird und 
nachfolgend, wie IRF3, eine wichtige Rolle in der Induktion der IFNβ-Produktion einnimmt. 
2.4. Das Signalprotein MAVS beeinflusst die IRF3/7-abhängige IFNβ-Produktion 
Bei einer viralen Infektion führt die Bildung eines Komplexes zwischen RIG-I und dem 
mitochondrienassoziierten Adaptermolekül MAVS zu einer Rekrutierung zellulärer Kinasen wie 
z. B. TKK-1 oder IKK-ε, die wiederum zu einer Phosphorylierung von IRF3 und IRF7 führen 
und somit eine IFNβ-Expression initiieren (Sato et al., 2000; Fitzgerald et al., 2003; Honda et al., 
2005; Xu et al., 2005). Im Folgenden sollte nun die Bedeutung von MAVS bei der Induktion von 
IFNβ nach einer Infektion mit dem intrazellulären Bakterium Chlamydophila pneumoniae in 
Endothelzellen näher untersucht werden.  
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 Abb. 9: Bedeutung von MAVS für die IFNβ-Produktion in C. pneumoniae-infizierten 
HUVEC. [A] HUVEC wurden mit csi und zwei verschiedenen siRNA-Sequenzen gegen MAVS 
(s1, s2) transfiziert. Die Knockdown-Effizienz wurde nach 72 h Inkubation und 6 h Infektion mit 
C. pneumoniae (MOI 5) mittels RT-PCR überprüft. [B, C] Die C. pneumoniae-stimulierte 
IFNβ−Induktion in den transfizierten HUVEC wurde mit Hilfe von qRT-PCR (6 h.p.i.) [B] und 
ELISA (16 h.p.i.) [C links] bestimmt. [C rechts] Als Kontrolle wurden zusätzlich die 
Konzentrationen von IL-8 in den Zellüberständen bestimmt (16 h p.i.). [D] Die IRF3/7-
Translokation in den Zellkern wurde in csi- und siMAVS-transfizierten Zellen mittels konfokaler 
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Laserscanmikroskopie (Vergrößerung x 640) durchgeführt. Die in A und D dargestellten 
Ergebnisse sind jeweils repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. Die in B 
und C dargestellten Ergenisse stellen die Mittelwerte und deren Standardabweichungen von drei 
unabhängigen Experimenten dar. Die in C (links) darghestellten Vervielfachung (engl.: „fold 
increase“) der IFNβ Produktion bezieht sich auf den Wert der mit Kontroll-siRNA transfizierten 
und mit C.p. infizierten HUVEC (= 1). Die Ergebnisse der qRT-PCR in B zeigen die Mittelwerte 
und deren Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten normalisiert auf die 
GAPDH-mRNA. Signifikante Unterschiede sind dargestellt mit ***p < 0,001; **p < 0,01; ns = 
nicht signifikanter Unterschied). 
Es wurden zunächst HUVEC mit MAVS-spezifischer siRNA behandelt und im Anschluss auf 
ihre IFNβ-Expression hin untersucht. Die Transfektion von zwei verschiedenen MAVS-
spezifischen siRNA-Sequenzen ergab eine signifikante Reduktion der MAVS Expression (Abb. 
9A). Außerdem hatten beide MAVS-spezifischen siRNA-Sequenzen einen hemmenden Einfluß 
auf die IFNβ-mRNA-Expression und die IFNβ-Proteinproduktion im Zellüberstand im Vergleich 
zu csi-transfizierten Zellen (Abb. 9B, 9C links). Anders als die IRF-abhängige Prodution der Typ 
I-IFN wurde die Produktion des NF-κB-abhängigen IL-8 nicht signifikant durch die MAVS-
siRNAs gehemmt (Abb. 9C rechts). In konfokalmikroskopischen Analysen der Zellen zeigte sich 
zudem, dass die C. pneumoniae-stimulierte Zellkern-Translokation von IRF3 und IRF7 in 









2.5. Der MAVS-IRF3/7-Typ I-IFN-Signalweg beeinflusst die Vermehrung von C. 
pneumoniae in HUVEC 
Um die Bedeutung des MAVS-IRF3/7-Typ I-IFN-Signalwegs für die zellautonome Abwehr 
















Abb. 10: Einfluss von MAVS, IRF3/7 und IFNβ auf die Replikation von C. pneumoniae in 
HUVEC. [A] HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA (csi) sowie mit siRNA gegen IRF3, IRF7 
oder MAVS transfiziert und für 72 h mit  C. pneumoniae infiziert. Es erfolgte eine Färbung mit 
einem anti-Chlamydien-LPS-Antikörper und eine anschließende Untersuchung in der konfokalen 
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Laserscanmikroskopie (Vergrößerung x 640). Die chlamydiale Vermehrung wurde mittels 
mikroskopischer Auszählung der Inklusionen pro well bestimmt. [B] Die chlamydiale 
Vermehrung wurde außerdem mit Hilfe der qRT-PCR untersucht. [C] In einem Reinfektions-
Experiment wurden HEp-2-Zellen mit Zellüberständen aus (csiRNA, siIRF3, siIRF7 und 
siMAVS) transfizierten, mit C. pneumoniae infizierten Zellen (MOI 0,5) für 48 h infiziert und 
anschließend fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Auszählung der C. pneumoniae-Inklusionen: 
siehe Pfeile; Vergrößerung x 640). [D] HUVEC wurden mit rekombinantem, humanem IFNβ 
[100IU] 16 h inkubiert und anschließend mit C. pneumoniae (MOI 0,5) infiziert. Die Auszählung 
der Inklusionen pro well erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop. [E] IFNAR-/- und Wildtyp-
BMM wurden mit C.pneumoniae infiziert (MOI 3, 24 h). Anschließend wurde die chlamydiale 
Vermehrung mit Hilfe der qRT-PCR untersucht. [F] HUVEC wurden unbehandelt belassen oder 
mit C. pneumoniae. infiziert (MOI 3, 24 h) und mit verschiedenen Konzentrationen des RNA-
Polymerase-III-Inhibitors ML60218 stimuliert (24 h). Es folgte eine Bestimmung der IFNβ-
Expression mittels qRT-PCR. Die dargestellten Ergebnisse aus den Abbildungen A, C (rechts), 
D, E und F stellen die Mittelwerte und die Standardabweichungen von drei, voneinander 
unabhängigen Experimenten dar. Die in C (links) dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für 
mindestens drei unabhängige Experimente. Die Ergebnisse der qRT-PCR [B, E und F] zeigen die 
Mittelwerte und deren Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten normalisiert 
auf die GAPDH mRNA. Signifikante Unterschiede sind dargestellt mit ***p < 0,001; **p < 
0,01). 
Bei der Auszählung von C. pneumoniae-Inklusionen in HUVEC mittels Konfokalmikroskopie 
zeigte sich, dass die Hemmung der MAVS-, IRF3- und IRF7-Expression mit Hilfe von siRNA 
die Anzahl an Einschlusskörperchen signifikant erhöhte (Abb. 10A). Diese Beobachtung konnte 
mittels qRT-PCR-basierter Quantifizierung der Chlamydien-spezifischen RNA bestätigt werden 
(Abb. 10B). Reinfektionsexperimente in HEp-2-Zellen zeigten ebenfalls, dass die siRNAs gegen 
IRF3, IRF7 und MAVS zu einer erhöhten Anzahl chlamydialer Einschlusskörper in HUVEC im 
Vergleich zu csi-RNA transfizierten Zellen führte (Abb. 10C). Die Anzahl der Inklusionen war 
sowohl in HUVEC als auch in den HEp-2-Zellen um das 3 bis 4-fache erhöht (Abb. 10 A-C). 
Desweiteren zeigte sich, dass die exogene Zugabe von IFNβ die chlamydiale Replikation in 
HUVEC hemmte (Abb. 10D). Experimente mit murinen Wildtyp- und IFNAR-/-  
Knochenmarksmakrophagen zeigten, dass die Defizienz des Typ I-IFN-Rezeptors die Anzahl der 
chlamydialen RNA 24 h p.i. um das 3-4fache steigerte (Abb. 10E).  
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Eine Bindung bakterieller RNA durch RIG-I kann durch die Aktivität einer RNA-Polymerase III 
erreicht werden. Die RNA-Polymerase III wurde bereits als Detektor für virale und bakterielle 
DNA identifiziert, welcher RIG-I- und MAVS-vermittelt zur Induktion von IFNβ führt (Ablasser 
et al., 2009; Chiu et al., 2010). In den hier dargestellten Ergebnissen hatte die Behandlung von 
Endothelzellen mit verschiedenen Konzentrationen des spezifischen RNA-Polymerase III-
Inhibitors ML-60218 keinen Einfluss auf die IFNβ-Induktion nach Infektion mit Chlamydophila 
pneumoniae (Abb. 10F). 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass MAVS, IRF3 und IRF7 die Aktivierung eines 
zellautonomen Abwehrmechanismus gegen C. pneumoniae in humanen Endothelzellen 
induzieren und das dieser Mechanismus, unabhängig von der RNA Polymerase III, durch die 
Produktion von IFNβ vermittelt wird. 
2.6. Einfluss von NLRX1 auf die Vermehrung von C. pneumoniae in humanen 
Endothelzellen 
In einigen kürzlich publizierten Arbeiten wurden Daten präsentiert, die Hinweise für eine 
Wechselwirkung des NLR-Moleküls NLRX1 mit dem MAVS/RIG-I-Signalweg liefern (Moore 
et al., 2008). Diese Daten deuten an, dass NLRX1 direkt mit MAVS interagiert und dadurch die 
antivirale RIG-I/MDA5-MAVS-abhängige Typ I-IFN-Produktion negativ reguliert (Moore et al., 
2008; Lei et al., 2013). Der sich anschließende Effekt auf die IFNβ-Induktion wird in der 
Literatur kontrovers diskutiert (Rebsamen et al., 2011; Soares et al., 2013) (siehe auch 
Diskussion). Basierend auf diesen Publikationen und unseren Ergebnissen über die Funktion von 
MAVS in der zellautonomen angeborenen Immunantwort gegen C. pneumoniae in humanen 
Endothelzellen, wurde im Folgenden zunächst Expression und Funktion von NLRX1 in C. 




 Abb. 11: Konstitutiv exprimiertes NLRX1 inhibiert die Replikation von C. pneumoniae in 
HUVEC und in BMM. [A] HUVEC wurden mit C. pneumoniae (MOI 3) über verschiedene 
Zeitintervalle infiziert. Anschließend wurde im Immunoblot die Expression von NLRX1 
untersucht. [B, C, D und E] HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA (csi), bzw. mit zwei 
verschiedenen siRNA-Sequenzen gegen NLRX1 (s1: Sequenz 1, s2: Sequenz 2) transfiziert und 
nach 72 h für 24 h mit C. pneumoniae (MOI 3) infiziert. Anschließend wurde im Immunoblot die 
Expression von NLRX1 [B] sowie mittels qRT-PCR [C] und im Konfokalmikroskop [D, E] die 
chlamydiale Vermehrung untersucht (Auszählung der C. pneumoniae-Inklusionen, Vergrößerung 
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x 640). Zur Bestimmung wurden jeweils pro well 30 Gesichtsfelder ausgezählt. [F, G] Wildtyp- 
und NLRX1-/--BMM wurden mit C. pneumoniae (MOI 3) infiziert. Es wurde ein Immunoblot 
mit einem NLRX1-spezifischen Antikörper durchgeführt [F] und mittels qRT-PCR die 
bakteriellen Nukleinsäuren quantifiziert [G]. [H, I] In einem Reinfektions-Experiment wurden 
HEp-2-Zellen mit Zellüberständen aus den Wildtyp, bzw. NLRX1-defizienten, mit C. 
pneumoniae infizierten Zellen für 24 h inkubiert und anschließend fluoreszenzmikroskopisch 
untersucht (Auszählung der C. pneumoniae-Inklusionen, Vergrößerung x 640). Die dargestellten 
Ergebnisse aus den Abbildungen C, D, G und H stellen die Mittelwerte und deren 
Standardabweichungen von drei, voneinander unabhängigen Experimenten dar. Die Ergebnisse 
der qRT-PCR [C und G] zeigen die Mittelwerte und deren Standardabweichungen von drei 
unabhängigen Experimenten normalisiert auf die GAPDH mRNA. Die in A, B, E, F und I 
dargestellten Ergebnisse sind jeweils repräsentativ für mindestens drei unabhängige 
Experimente. Signifikante Unterschiede sind dargestellt mit * (= p < 0,05). 
Im Immunoblot zeigte sich eine konstitutive Expression von NLRX1 in diesen Zellen, welche 
nicht durch die bakterielle Infektion verändert wurde (Abb. 11A). Des Weiteren sollte in „Loss of 
function“-Experimenten mit Hilfe von siRNA die Bedeutung von NLRX1 auf die Vermehrung 
von C. pneumoniae im Endothel untersucht werden. Zuerst wurde im Immunoblot 
nachgewiesen, dass die zwei eingesetzten NLRX1-spezifischen siRNA-Sequenzen eine deutliche 
Reduktion der NLRX1-Proteinexpression bewirkten (Abb. 11B). In der qRT-PCR basierten 
Quantifizierung der chlamydialen RNA sowie in der Auszählung der chlamydialen 
Einschlußkörper in Reinfektionsexperimenten in HEp-2-Zellen zeigte sich, dass die Menge der 
Chlamydien-RNA (Abb. 11C) und die Zahl der Chlamydien-Einschlusskörper (Abb. 11D, E) in 
siNLRX1-transfizierten-HUVEC erhöht war im Vergleich zu csiRNA-transfizierten Zellen. Um 
diese Ergebnisse zu bestätigen und auf andere Zellarten zu erweitern wurden außerdem NLRX1-
defiziente murine Knochenmarksmakrophagen verwendet. Im Immunoblot, unter Verwendung 
eines NLRX1-spezifischen Antikörpers, zeigte sich, dass in den NLRX1-defizienten 
Mausmakrophagen tatsächlich kein NLRX1 exprimiert war und dass der verwendete Antikörper 
spezifisch NLRX1 detektierte (Abb. 11F). Die Quantifizierung chlamydialer RNA ergab eine ca. 
5-6-fach erhöhte Menge in den NLRX1-defizienten Mausmakrophagen im Vergleich zu den 
Wildtypzellen (Abb. 11G). Auch Reinfektionsexperimente in HEp-2-Zellen zeigten nach 
Auszählung der Chlamydien-Einschlusskörper eine erhöhte Chlamydien-Anzahl in NLRX1-
defizienten Mausmakrophagen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen (Abb. 11H, I). 
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2.7. NLRX1 hat keinen Einfluss auf die Produktion von Typ I-IFN und 
proinflammatorischen Zytokinen in C. pneumoniae infizierten Zellen 
Wie oben dargestellt scheinen Typ I-IFN einen zellautonomen Abwehrmechanismus gegen C. 
pneumoniae in Endothelzellen zu aktivieren (Abb. 10). Außerdem hemmt NLRX1 die 
Vermehrung von C. pneumoniae in primären Endothelzellen und murinen Makrophagen (Abb. 
11) und NLRX1 wurde mit der Regulation von Typ I-IFN in Verbindung gebracht (Moore et al., 
2008; Moore et al., 2013; Lei et al., 2012; Lei et al., 2013). Es sollte deshalb zunächst geklärt 
werden, ob NLRX1 über die Regulation der Typ I-IFN-Antwort antichlamydial wirkt. Hierfür 
wurde die IFNβ-mRNA-Expression nach Infektion mit C. pneumoniae in siRNA-behandlten 















Abb. 12: Einfluss von NLRX1 auf die Expression von IFNβ, mIFNβ, mIL-1, mIL-6 und 
mKC. [A] HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA (csi) oder mit zwei verschiedenen Sequenzen 
siRNA gegen NLRX1 (s1, s2) transfiziert und für 24 h mit C. pneumoniae (MOI 3) infiziert. 
Anschließend wurde die IFNβ-mRNA-Expression mittels qRT-PCR untersucht. [B, C, D, E und 
F] Wt und NLRX1-/--BMM wurden mit C. pneumoniae (MOI 3) für 24 h infiziert und 
anschließend mit Hilfe der qRT-PCR auf die Expression von mIFNβ [Β], mKC [C], mIL-6 [D] 
und mIL-1 hin untersucht [E]. [F] Wt und NLRX1-/--BMM wurden mit C. pneumoniae (MOI 3) 
für 24 h infiziert, anschließend wurde die Menge des gebildeten mIL-1β im Überstand mit Hilfe 
eines ELISA bestimmt. Die Ergebnisse in den Abbildungen A-F stellen die Mittelwerte und 
deren Standardabweichungen von drei, voneinander unabhängigen Experimenten dar. Die 
Ergebnisse der qRT-PCR in A-E zeigen die Mittelwerte und deren Standardabweichungen von 
drei unabhängigen Experimenten normalisiert auf die GAPDH mRNA.  
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Die Abbildung 12A zeigt an, dass NLRX1 keinen Einfluss auf die INFβ-Produktion in C. 
pneumoniae–infizierten HUVEC und BMM hat (Abb. 12A, B). Weiterführende Experimente 
zeigten zudem, dass NLRX1 auch auf die Induktion der proinflammatorischen Mediatoren KC 
und IL-6 sowie die Produktion des Inflammasom-abhängigen IL-1β in C. pneumoniae-infizierten 
Makrophagen keinen Einfluss hatte (Abb. 12C-F). 
2.8. C. pneumoniae induziert die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale unabhängig vom 
Mitochondrium 
In kürzlich publizierten Arbeiten wurden Ergebnisse gezeigt, die andeuten, dass NLRX1 die 
Produktion von ROS reguliert (Tattoli et al., 2008). Aufbauend darauf sollte im Folgenden die 
Hypothese getestet werden, dass NLRX1 die ROS-Produktion in C. pneumoniae-infizierten 
Zellen reguliert und dass ROS für die zellautonome Abwehr gegen C. pneumoniae 
verantwortlich ist. Hierfür wurde mit Hilfe unterschiedlicher Methoden die Bildung der 
gesamten ROS-Produktion sowie des mitochondrialen ROS in Endothelzellen nach Infektion mit 
C. pneumoniae bestimmt. Außerdem wurden spezifische Inhibitoren der ROS-Produktion 
eingesetzt. Bei Mito-TEMPO handelt es sich um einen Inhibitor der ROS-Bildung mit einer 
„scavenger“-Funktion für mitochondrial gebildete Sauerstoffradikale (Dikalov & Nazarewicz, 
2012). Ein weiterer verwendeter ROS-Inhibitor ist Necrox-5. Dieser Inhibitor verfügt ebenfalls 
über antioxidative Aktivität, hauptsächlich über die Blockade mitochondrial gebildeter, 
zelltodauslösender Sauerstoffradikale (Kim et al., 2010). Als Kontrolle diente die Induktion 




 Abb. 13: ROS-Induktion nach C. pneumoniae-Infektion. [A] HUVEC wurden 24 h mit C.p. 
infiziert (MOI 3). Anschließend erfolgte der Nachweis der gesamten ROS-Produktion mit Hilfe 
von Chemilumineszenz im Luminometer (Einheit RLU= relative light units). [B] HUVEC 
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten mit C.p. infiziert. Eine anschließende intrazelluläre ROS-
Bestimmung erfolgte mittels durchflusszytometrischer Fluoreszenzmessung (H2-DCFDA). Für 
den Kontrollwert wurde vor der Messung mit H2O2 (12,5 µM) stimuliert. [C] Es erfolgte ein 
mikroskopischer Nachweis der Induktion intrazellulärer ROS mit Hilfe des Farbstoffes H2-
DCFDA in lebenden HUVEC. Eine Nukleinsäurefärbung in lebenden HUVEC erfolgte mit 
SYTO82® (rot, weiße Pfeile: Chlamydien-DNA). [D, E] HUVEC wurden mit verschiedenen 
Inhibitoren/Induktoren inkubiert (Necrox-5: 2 µM; Mito-TEMPO: 2,5 µM; Rotenone: 5 µM) und 
anschließend mit C. pneumoniae (MOI 3, 24 h) infiziert. Die Bildung von mitochondrialem ROS 
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wurde mit Hilfe eines Superoxid-Indikatorfarbstoffes (Mito-SOX™) durchflußzytometrisch 
bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse des Histogramms in E sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente. [F] Es wurde die Vermehrung von C. pneumoniae in den behandelten 
HUVEC mit Hilfe der qRT-PCR untersucht. Die Ergebnisse in den Abbildungen A, B, D und F 
stellen die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten 
dar. Die Daten der qRT-PCR [F] zeigen die Mittelwerte und deren Standardabweichungen von 
drei unabhängigen Experimenten normalisiert auf die GAPDH-mRNA. ns = nicht signifikant. 
Mit Hilfe von drei verschiedenen Methoden, konnte gezeigt werden, dass C. pneumoniae in der 
Lage ist, die Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen in humanen Endothelzellen zu 
induzieren (Abb. 13A-C). Mitochondriales ROS hingegen wird in den mit C. pneumoniae 
infizierten Endothelzellen nicht induziert (Abb. 13D, E). Inhibitoren der mitochondrialen ROS-
Produktion hatten keinen Einfluss auf die ROS-Produktion (Abb. 13D). Die Zugabe von 
Rotenone bewirkte eine ungefähre Verdopplung der mitochondrialen ROS-Produktion (Abb. 
13D, E). Die Inhibitoren sowie der Aktivator der mitochondrialen ROS-Produktion wirkten sich 
ebenfalls nicht signifikant auf die Bakterienlast in HUVEC aus (Abb. 13F).  
Nach derzeitigem Kenntnisstand sind die wichtigsten Enzyme, welche neben denen der  
Atmungskette im pulmonal-vaskulären System ROS produzieren, Xanthin-Oxidasen, 
Lipoxygenasen, NO-Synthasen und die NADPH-Oxidasen 
(Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidasen, NOX) (Dikalov et al., 2007; Clempus et al., 
2006; Tsusui et al., 2004). Einige Arbeiten postulieren, dass die vaskuläre ROS-Produktion 
hauptsächlich auf die Aktivität der NADPH-Oxidasen zurückzuführen ist (Touyz et al., 2004; 
Griendling et al., 2000; Lassegue et al., 2003). NADPH-Oxidasen katalysieren eine Reduktion 
von molekularem Sauerstoff zu Superoxid. Dieses wiederum kann durch Oxidation von 
Proteinen, DNA und Kohlenhydraten eine direkte bakterizide Wirkung haben (Lambeth et al., 
2004; Segal et al., 1996). 
Um die Bedeutung der NADPH-Oxidasen für die ROS-Produktion und Chlamydieninfektion in 
huamen Endothelzellen genauer zu untersuchen, wurde ein spezifischer Inhibitor verwendet. DPI 
(Diphenyleniodiumchlorid) ist ein kompetitiver Inhibitor Flavin-beinhaltender Ko-Faktoren und 





Abb. 14: Die ROS-Produktion in mit C. pneumoniae infizierten Wirtszellen ist abhängig 
von NADPH-Oxidasen und unabhängig von NLRX1. [A] HUVEC wurden 30 min vor der 
Infektion mit C. pneumoniae mit verschiedenen Konzentrationen DPI inkubiert und anschließend 
mittels H2-DCFDA durchflusszytometrisch auf die Bildung intrazellulärer reaktiver 
Sauerstoffradikale untersucht. Für den Kontrollwert wurden 12,5 µM H2O2 eingesetzt. [B] Die 
Vermehrung von C. pneumoniae in den mit DPI behandelten HUVEC wurde mit Hilfe der qRT-
PCR untersucht. [C] HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA (csi), bzw. mit zwei verschiedenen 
Sequenzen siRNA gegen NLRX1 (s1, s2) transfiziert und für 24 h mit C. pneumoniae (MOI 
3) infiziert. Anschließend  wurde   durchflusszytometrisch  die  Bildung  intrazellulärer  reaktiver  
Sauerstoffradikale bestimmt. [D] Die ROS-Induktion wurde durchflusszytometrisch in murinen 
Knochenmarksmakrophagen (wt) betimmt, welche zuvor 24 h mit verschiedenen 
Konzentrationen C.p. infiziert wurden. [E] Es erfolgte eine ROS-Bestimmung mittels 
Durchflusszytometrie in NLRX1-defizienten murinen Knochenmarksmakrophagen nach 
Infektion mit C. pneumoniae im Vergleich zu Wildtyp-Zellen. Die dargestellten Ergebnisse der 
Histogramme in C und E sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente.  Die Ergebnisse 
aus den Abbildungen A, C, D und E zeigen die Mittelwerte und deren Standardabweichungen 
aus drei unabhängigen Experimenten. Die Ergebnisse der qRT-PCR in B repräsentieren die 
Standardabweichungen von mindestens drei unabhängigen Experimenten normalisiert auf die 
GAPDH mRNA. 
Die Zugabe von DPI bewirkte eine dosisabhängige Reduktion der ROS-Produktion in mit C. 
pneumoniae infizierten Endothelzellen (Abb. 14A). Interessanterweise führte die Hemmung der 
ROS-Produktion durch DPI auch zu einer Reduktion der Bakterienlast in den Endothelzellen, 
gemesen an der relativen Menge an Chlamydien-RNA (Abb. 14B). Die Hemmung von NLRX1 
mittels siRNA hatte keinen Einfluss auf die Produktion von ROS in HUVEC (Abb. 14C). 
Darüber hinaus produzierten auch C. pneumoniae-infizierte Makrophagen ROS (Abb. 14D) und 
diese ROS-Produktion war unabhängig von NLRX1 (Abb. 14E).  
2.9. Einfluss des Inflammasom-Adpatermoleküls ASC auf die Vermehrung von  
C. pneumoniae 
Eine kürzlich publizierte Studie deutet an, dass in Chlamydia trachomatis–infizierten 
Epithelzellen ROS abhängig von NLRX1 und NADPH-Oxidasen gebildet wird und nachfolgend 
über die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms wachstumsfördernd auf die Chlamydien wirkt 
(Abdul-Sater et al., 2010). Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse über den 
hemmenden Einfluss von NLRX1 (Abb. 11 C, D, E, G, H und I) auf die Infektion mit C. 
pneumoniae und die intakte IL-1β-Produktion in NLRX1-/- BMM (Abb. 12 E und F) geben 
bereits deutliche Hinweise auf andersartige Wirkmechanismen in C. pneumoniae-infizierten 
Endothelzellen und Makrophagen. Um jedoch auch direkt den Einfluss des Inflammasoms auf 
die Vermehrung von C. pneumoniae in Endothelzellen und Makrophagen zu untersuchen, wurde 




Abb. 13: Einfluss des Adaptermoleküls ASC auf die Replikation von C. pneumoniae. [A, B] 
HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA (csi), bzw. mit zwei verschiedenen Sequenzen siRNA 
gegen ASC (s1, s2) transfiziert und für 24 h mit C. pneumoniae (MOI 3) infiziert. Die 
Transfektionseffizienz [A] und die chlamydiale Vermehrung [B, C] wurden mit Hilfe der qRT-
CR untersucht. [C] Die Vermehrung von C.p. wurde in murinen ASC-/--
Knochenmarksmakrophagen im Vergleich zu Wildtyp-Knochenmarksmakrophagen (wt) nach 24 
h Infektion (MOI 3) mit Hilfe der q-RT-PCR untersucht. [D] Zellüberstände muriner 
Knochenmarksmakrophagen wurden 24 h nach Infektion mit  C. pneumoniae (MOI 3) in einem 
ELISA auf die Bildung von IL-1β hin untersucht. Die Ergebnisse in A-D stellen die Mittelwerte 
und deren Standardabweichungen aus drei, voneinander unabhängigen Experimenten dar. Die 
Ergebnisse der qRT-PCR in A-C zeigen die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus 
drei unabhängigen Experimenten normalisiert auf die GAPDH-mRNA. Signifikante 
Unterschiede sind dargestellt mit * (= p < 0,05). 
Mit Hilfe der Nukleofektion konnte in Endothelzellen eine Hemmung der ASC-mRNA mit Hilfe 
der ASC-spezifischen siRNA von annähernd 100 % erreicht werden. Die Quantifizierung der 
Chlamydien-RNA mittels PCR in den mit siASC transfizierten humanen Endothelzellen und in 
den ASC-defizienten Mausmakrophagen zeigte keinerlei Veränderungen im Vergleich zu csi-
transfizierten Zellen, bzw. zu Wildtypzellen. Weiterhin zeigte sich eine vollständige Reduktion 
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der IL-1β-Sekretion in ASC-defizienten murinen Knochenmarksmakrophagen im Vergleich zu 
Wildtypzellen [Abb. 13 D]. Das Inflammasom-Adapter-Molekül ASC scheint somit keinen 
Einfluss auf die C. pneumoniae Infektion in humanen Endothelzellen und in murinen 
Makrophagen zu haben, obschon es an der Induktion von IL-1 in letzteren essentiell beteiligt zu 
sein scheint. 
2.10. Einfluss der Autophagie auf die Replikation von C. pneumoniae 
Erst kürzlich konnte neben dem Adapterprotein MAVS ein weiterer direkter mitochondrialer 
Interaktionspartner von NLRX1 identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um TUFM das 
wiederum mit den Autophagie-Proteinen ATG12, ATG5 und ATG16L1 interagiert und diese 
positiv reguliert (Lei et al., 2012; Lei et al., 2013). Da autophagische Prozesse einen autonomen 
Abwehrmechanismus der Zelle gegen intrazelluläre Bakterien darstellen, sollte nun eine 
mögliche Bedeutung der Autophagie nach Infektion von Endothelzellen mit C. pneumoniae 
untersucht werden. Hierfür wurde die für die Autophagie essenentielle Ubiquitin-Ligase ATG5, 
mittels siRNA in HUVEC gehemmt. 
 
Abb. 14: Regulation der Autophagie durch NLRX1. [A, B] HUVEC wurden mit csiRNA, 
bzw. mit zwei verschiedenen Sequenzen siRNA gegen ATG5 (s1, s2) transfiziert und für 24 h mit 
C. pneumoniae (MOI 3) infiziert. Die Transfektionseffizienz [A] und die chlamydiale 
Vermehrung [B] wurden mit Hilfe der quantitativen PCR untersucht. Die Daten der quantitativen 
PCR zeigen die Mittelwerte und deren Standardabweichungen von mindestens drei 
unabhängigen Experimenten normalisiert auf die GAPDH mRNA. Signifikante Unterschiede 
sind dargestellt mit * ( = p < 0,05). 
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In den Experimenten konnte eine Transfektionseffizienz von bis zu 90 % erreicht werden (Abb. 
14A). Die Menge der chlamydialen DNA zeigte sich in den mit siATG5 transfizierten HUVEC 
im Vergleich zu csi-transfizierten Zellen nahezu unverändert (Abb. 14B). Die Autophagie scheint 






Typ I-IFN spielen eine essentielle Rolle bei der Abwehr von Virusinfektionen. Die daran 
beteiligten Faktoren der Erkennung und Signalweiterleitung sind einigermaßen gut bekannt. Es 
konnte jedoch gezeigt werden, dass Typ I-IFN auch in bakteriellen Infektionen eine wichtige 
Rolle spielen. Es zeigte sich hierbei sowohl eine schädliche als auch eine wirtszellprotektive 
Wirkweise der Typ I-IFN (Auerbuch et al., 2004; Bouchonnet et al., 2002; Carrero et al., 2004; 
Manca et al., 2001; O'Connell et al., 2004; Stockinger et al., 2002; Hess et al., 1989; Opitz et al., 
2006; Mancuso et al., 2007; Lippmann et al., 2011). Die erste Beobachtung einer 
Wirtszellprotektion durch Typ I-IFN während einer Infektion mit intrazellulären Bakterien wurde 
bereits 1985 mit Pathogenen der Gattung Chlamydia gemacht (de la Maza et al., 1985). In dieser 
Studie inhibierten Typ I-IFN das Wachstum von C. trachomatis in Hela-Zellen zum Zeitpunkt 
der Transformation vom EB zur Teilungsform, dem RB (de la Maza et al., 1985). In weiteren 
Studien zeigte sich eine signifikant erhöhte Bakterienlast von C. pneumoniae in IFNβ-
defizienten murinen Knochenmarksmakrophagen im Vergleich zu Wildtypzellen (Trumstedt et 
al., 2007). Auch das Signalmolekül STAT1 scheint kooperative Effekte abhängig von IFNα/β 
und IFNγ zu vermitteln, welche sich beide wirtsprotektiv in der Infektion mit C.  pneumoniae 
auswirken (Rothfuchs et al., 2006). Die zugrundliegenden Wirkweisen von Typ I-IFN in 
bakteriellen Infektionen sind jedoch nach wie vor weitestgehend unbekannt. In der vorliegenden 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass IFNβ bei der intrazellulären Infektion des Endothels mit C. 
pneumoniae eine replikationsinhibierende Wirkung ausübt. Dieser intrazelluläre 
Resistenzmechanismus der Wirtszelle ist abhängig von der Erkennung der Chlamydien durch 
einen noch unbekannten zytosolischen PRR, dem Adaptermolekül MAVS sowie den 
Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass sowohl 
endogen produziertes Typ I-IFN, als auch exogen hinzugefügtes IFNβ die Chlamydien-
Replikation in Endothelzellen hemmt.  
Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Bedeutung des erst kürzlich identifizierten NOD-like-
Rezeptors NLRX1 bei der Infektion humaner Endothelzellen und muriner 
Knochenmarksmakrophagen mit Chlamydophila pneumoniae untersucht. Da NLRX1 als 
Regulator der MAVS-abhängigen Typ I-IFN-Produktion beschrieben wurde (Moore et al., 2008; 
Moore et al., 2011; Allen et al., 2011; Lei et al., 2012; Lei et al., 2013) lag der Fokus zunächst 
auf einer möglichen Beeinflussung  der Typ I-IFN-abhängigen intrazellulären Bakterienabwehr 
durch NLRX1. Obwohl die genauen Mechanismen der antichlamydialen Aktivität von NLRX1 
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offen bleiben, zeigen die hier dargestellten Ergebnisse, dass NLRX1 unabhängig von den Typ I 
IFN, von der Induktion weiterer proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, KC und IL-1, von der 
Induktion reaktiver Sauerstoffradikale, und auch unabhängig von Autophagie- und 
Inflammasomaktivierung zu wirken scheint. 
3.1. Aktivierung des MAVS-IRF-IFNβ-Signalweges durch Chlamydophila pneumoniae 
Wirtszellen sind in der Lage, extra- und intrazelluläre Bakterien mittels verschiedenartiger PRRs 
zu erkennen und nachfolgend Typ I-IFN zu produzieren. Bislang konnten in verschiedenen 
bakteriellen Infektionen unterschiedliche Typ I-IFN-produzierende Zelltypen identifiziert 
werden. So produzieren sowohl Makrophagen und DCs, als auch Epithelzellen und B-Zellen, 
Typ I-IFN als Antwort auf eine bakterielle Infektion (Gratz et al., 2011; Mancuso et al., 2009; 
Opitz et al., 2006). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals eine dosisabhängige 
Induktion von IFNβ in primären humanen Endothelzellen nach Infektion mit Chlamydophila 
pneumoniae. Diese Produktion von IFNβ hängt von der aktiven Aufnahme lebender Bakterien 
ab, da eine Stimulation mit hitzeinaktivierten Chlamydien zu keiner signifikanten IFNβ-Antwort 
führt (Abb. 6A, B). Auch vorangegangene Studien bestätigen die Notwendigkeit einer „aktiven“ 
Infektion von Endothelzellen mit C. pneumoniae sowohl für die Adhäsionsmolekülexpression 
(Krüll et al., 2004, Klucken, 2008), als auch für die proinflammatorische Aktivierung (Krüll et 
al., 2004, Klucken, 2008). Offenbar ist also die intrazelluläre Infektion mit lebenden Chlamydien 
nötig, um eine prolongierte Zielzellaktivierung und die damit verbundene Induktion von 
proinflammatorischen Zytokinen wie IFNβ zu induzieren.  
Die Induktion einer Typ I-IFN-Antwort nach einer Virusinfektion erfordert die Aktivierung der 
Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 (Sato et al., 2000). Die Infektion von primären 
Endothelzellen mit C. pneumoniae führt sowohl zu einer Translokation von IRF3 und IRF7, als 
auch zu einer Translokation der NF-κB-Untereinheit p65 in den Zellkern (Abb. 7A, B). Eine 
Translokation von IRF3 konnte bereits nach 1 h nachgeweisen werden, wohingegen IRF7 erst 
nach 3 bis 6 h vollständig im Zellkern detektiert werden konnte (Abb. 7A, 8B). Zu diesem 
Zeitpunkt begann auch die Expression von IFNβ stark anzusteigen (Abb. 6B). IRF7 scheint also, 
ähnlich wie bei einer Virusinfektion, auch nach Infektion mit Chlamydien eine Funktion bei der 
Verstärkung der IFNβ-Expression über einen positiven Rückkopplungsmechanismus zu haben 
(Sato et al., 1998). Hierbei kommt es zu einer Induktion des basal schwach exprimierten IRF7 
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durch eine IFNβ-vermittelte Aktivierung des Transkriptionsaktivators ISGF3 (Levy et al., 1989). 
Nach Induktion und anschließender Aktivierung binden sowohl IRF3 als auch IRF7 und NF-κB 
an den IFNβ-Promotor (Abb. 7D, 8D) und führen zu einer Expression von IFNβ. Nachfolgende 
Studien mit Listeria monocytogenes zeigen ebenfalls eine Beteiligung von IRF3 und IRF7 an der 
IFNβ-Induktion (Aubry et al., 2012).  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in humanen Endothelzellen nach Infektion 
mit Chlamydien ähnliche Signalwege die IFNβ-Induktion vermitteln wie in viralen Infektionen. 
3.2. Beteiligung intrazellulärer Rezeptoren an der MAVS-IRF-vermittelten IFNβ-
Induktion 
Mit C. pneumoniae infizierte Endothelzellen produzieren IFNβ abhängig vom Adaptermolekül 
MAVS (Abb. 9). MAVS ist ein wichtiges Adaptermolekül, das die zytosolischen PRRs RIG-I 
und MDA5 bindet und die intrazellulären Signalkaskaden unterhalb dieser PRRs aktiviert. So 
aktivieren RIG-I und MDA5 abhängig von MAVS Typ I-IFN-Antworten sowie die Expression 
von NF-κB-regulierten proinflammatorischen Mediatoren. RIG-I und MDA5 sind vor allem als 
Rezeptoren viraler RNA bekannt. Hierbei erkennt RIG-I sowohl einzelsträngige RNA-
Sequenzen mit einem Triphosphat am 5'-Ende (Hornung et al., 2006), als auch kurze 
doppelsträngige RNA mit 21 bis 27 Nukleotiden (Pichlmair et al., 2006; Kato et al., 2008). 
MDA5 hingegen ist für die Erkennung längerer dsRNA-Fragmente (> 2 kb) verantwortlich (Kato 
et al., 2006; Kato et al., 2008). Bislang ist wenig darüber bekannt, ob bakterielle Nukleinsäuren 
ebenfalls durch RIG-I und/oder MDA5 detektiert werden können.  
Eine Studie aus dem Jahre 2009 beschreibt eine RIG-I-abhängige Typ I-IFN Induktion mit L. 
pneumophila-infizierten Mausmakrophagen (Monroe et al., 2009). Nach Abdullah et al., 
induziert eine Infektion mit Listerien mittels einer aktiven Sektretion von RNA in das 
Wirtszellzytosol ebenfalls eine RIG-I-abhängige IFNβ-Antwort (Abdullah et al., 2012). Auch 
RNA aus kommensalisch lebenden Darmbakterien scheinen über eine Bindung an RIG-I eine 
MAVS-abhängige Typ I-IFN-Antwort auszulösen (Li et al., 2011). Durch „Loss of function“-
Experimente, z. B. mit Hilfe von RNAi könnten zukünftig weitere Hinweise auf eine mögliche 
Beteiligung von RIG-I an der chlamydialen Erkennung in Endothelzellen gefunden werden.  
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Die RNA Polymerase III ist in der Lage zytosolische DNA zu erkennen und nachfolgend den 
RIG-I/IFNβ-Signalweg zu induzieren. Die Polymerase transkribiert AT-reiche DNA-Strukturen 
im Wirtszellzytosol in eine durch RIG-I detektierbare Form (5'-ppp-RNA) (Chiu et al., 2009). 
Zwei Studien identifizierten die RNA-Polymerase III als einen Detektor für virale und 
bakterielle DNA, welcher RIG-I und MAVS-vermittelt zur Induktion von IFNβ führt (Ablasser 
et al., 2009; Chiu et al., 2010). Eine Beteiligung am Typ I-IFN-Signalweg konnte nach Infektion 
mit Listeria monocytogenes und Legionella pneumophila beschrieben werden (Pollpeter et al., 
2011; Chiu et al., 2010). In den hier dargestellten Ergebnissen hatte die Behandlung von 
Endothelzellen mit einem spezifischen Inhibitor der RNA-Polymerase III (ML-60218) keinen 
Einfluss auf die IFNβ-Induktion nach Infektion mit C. pneumoniae (Abb. 10F). Eine Beteiligung 
der RNA-Polymerase III an der MAVS-vermittelten IFNβ-Induktion nach einer Infektion mit C. 
pneumoniae ist demnach unwahrscheinlich. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen auch Chiliveru et 
al., die zeigten, dass die Behandlung mit diesem Inhibitor der RNA-Polymerase III keine 
Auswirkungen auf die Induktion einer ISG-Expression nach Infektion mit C. pneumoniae hatte 
(Chiliveru et al., 2010).  
Neben RNA könnte auch die Erkennung von chlamydialer DNA an der Typ I-IFN-Produktion in 
C. pneumoniae-infizierten Endothelzellen beteiligt sein. Insgesamt zeigen verschiedene Studien, 
dass bakterielle DNA nach Erkennung durch zytosolische PRRs die Produktion von IFNβ 
aktivieren kann (Stetson and Medzhitov, 2006; Charrel-Dennis et al., 2008; Leber et al., 2008; 
Chiu et al., 2009). So zeigt beispielsweise eine Behandlung mit DNAse eine Reduktion der 
IFNβ-Produktion im Rahmen einer Infektion mit Legionella pneumophila und Brucella abortus 
(Lippmann et al., 2011, de Almeida et al., 2011). Weiterhin verfügen viele gram-negative 
Bakterien, wie z. B. Legionella pneumophila über ein Typ-IV-Sekretionssytem, das dazu in der 
Lage zu sein scheint, bakterielle DNA in das Wirtszellzytosol zu translozieren. Chlamydien 
nutzen für die Translokation von Effektorproteinen ins Wirtszellzytosol ein Typ-III-
Sekretionssystem, das für den gesamten chlamydialen Entwicklungszyklus essentiell zu sein 
scheint (Muschiol et al., 2006). Bisher ist nicht bekannt, ob Chlamydien auch in der Lage sind, 
eigene DNA oder RNA in die Wirtszelle zu translozieren. Die Tatsache, dass nur lebende 
Chlamydien eine IFNβ-Induktion in humanen Endothelzellen induzieren, ist jedoch ein Hinweis 
auf die Beteiligung eines aktiven Sekretionsprozesses.  
Weitere PRRs, die eine Funktion in der C. pneumoniae-stimulierten Typ I-IFN-Produktion haben 
könnten, sind u. a. die zyklische GMP-AMP-Synthase (cGAS), DAI und IFI16 (Takaoka et al., 
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2007; Unterholzner et al., 2010; Wu et al., 2013). Alle diese Rezeptoren sind abhängig vom 
Adaptermolekül STING. STING erkennt direkt zyklisches di-AMP und zyklisches di-GMP 
(Burdette et al., 2011). Zusätzlich scheint die Helikase DDX41 in der Lage zu sein, zyklisches 
di-GMP, bzw di-AMP im Wirtszellzytosol zu erkennen und über STING eine IRF/TBK-
abhängige Typ I-IFN-Produktion zu vermitteln (Parvatiyar et al., 2012). Erst kürzlich konnte 
erstmals gezeigt werden, dass während der Infektion von murinen Lungenfibroblasten der Maus 
sowie humanen Epithelzellen mit C. trachomatis die Erkennung von zyklischem di-AMP, das 
durch eine bakterielle Diadenylatzyklase (dacA) gebildet wird, durch STING zu einer Typ I IFN-
Antwort führt (Barker et al., 2013). Die genaue Funktion des von C. trachomatis exprimiertem 
zyklischen di-AMP ist bislang unbekannt. Es zeigte sich jedoch anhand von quantitativen 
Proteomstudien eine Expression von zyklischem di-AMP ausschließlich in EBs (15 h p.i) (Saka 
et al., 2011). Es handelt sich also um ein Molekül, das möglicherweise eine wichtige Rolle bei 
der Erkennung von chlamydialen EBs durch Rezeptoren der angeborenen Immunantwort zu 
spielen scheint. Die Identifikation einer funktionsfähigen Diadenylatzyklase von C. pneumoniae 
könnte somit weiteren Aufschluss über die IFN-Induktion mittels einer STING-abhängigen 
Detektion von bakteriellem di-AMP ergeben. 
Die Suche nach möglichen chlamydialen Virulenzfaktoren, die eine Rolle bei der MAVS-
vermittelten Erkennung, bzw. Signalweiterleitung spielen könnten, gestaltet sich grundsätzlich 
schwierig. Chlamydien sind aufgrund ihres einzigartigen Wachstumszyklus nur schwer genetisch 
modifizierbar und ebenfalls nur schwer in großen Mengen anzüchtbar um dann gezielt daraus 
bestimmte Proteine oder weitere Oberflächenstrukturen zu isolieren (Kari et al., 2011). Das 
Genom von C. pneumoniae ist zwar seit 1999 vollständig sequenziert (1.23 x 106 nt kodieren ca. 
1052 Proteine, Gen-Bank Nr.: AE001363 (Stephens et al., 1999), nichtsdestotrotz sind die 
Mechanismen der Infektion und der Wirtszellaktivierung bis heute noch in vielen Bereichen 
ungeklärt. 
Im ersten Teil dieser Arbeit, ist es gelungen, einen neuen Signalweg der intrazellulären 
Erkennung von C. pneumoniae in humanen Endothelzellen zu identifizieren.  Zusammenfassend 
konnten folgende Erkenntnisse gewonnen werden: Nach einer Chlamydien-Infektion kommt es 
über einen noch unbekannten zytosolischen Rezeptor und dem mitochondrienassoziierten 
Adaptermolekül MAVS zu einer Aktivierung und Kerntranslokation von IRF3 und IRF7, was 
wiederum zur IFNβ-Gentranskription mit anschließender Translation und zu einer IFNβ-
Sekretion führt. Zusätzlich wurde nach Chlamydieninfektion humaner Endothelzellen auch der 
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Transkriptionsfaktor NF-κB (bzw. dessen Untereinheit p65) aktiviert, der ebenfalls an der IFNβ-
Expression beteilligt ist. Da dies jedoch nicht unmittelbar Gegenstand der vorliegenden Arbeit 
war, soll hier nicht näher darauf eingegangen werden. 
3.3. Die MAVS-IRF-IFNβ-vermittelte intrazelluläre Abwehr gegen Chlamydophila 
pneumoniae im Endothel 
Zur Abwehr intrazellulärer Pathogene haben Vertebraten im Laufe der Evolution verschiedene 
intrazelluläre Abwehrmechanismen entwickelt. Hierzu gehören unter anderem der intrazelluläre 
Abbau bakterieller Bestandteile durch endo-lysosomale Fusion (Mukherjee et al., 2002), die 
bakterizide Aktivität durch die Produktion reaktiver Sauerstoff- und Stickstoff-Radikale (Nathan 
und Shiloh, 2000), die Bildung antimikrobieller Peptide, wie z. B. LL-37 und HMGN2 
(Rosenberger et al., 2004; Feng et al., 2005), die Regulation der bakteriellen 
Nährstoffversorgung durch verschiedene zelluläre Faktoren wie dem Tryptophan-abbauenden 
Enzym IDO und dem Eisentransportprotein Nramp1 (engl.: „natural resistance-associated 
macrophage protein one“) sowie unterschiedlich ausgeprägte Formen des zellulären 
Selbstverdaus wie z. B. Autophagie, Pyroptose, Apoptose und Nekrose (Rich et al., 2003; 
Nakagawa et al., 2004; Bortoluci und Medzhitov, 2010). Darüber hinaus werden als Antwort auf 
eine bakterielle Infektion inflammatorische Zyto- und Chemokine von Makrophagen, 
dendritischen Zellen aber auch Epithel- und Endothelzellen gebildet. Die Typ I-IFN gehören zu 
den effektivesten Mediatoren bei der Abwehr intrazellulärer Pathogene (Sadler und Williams, 
2008) und sind an der Regulation vieler intrazellulärer Abwehrmechanismen beteiligt. Viele 
hundert humane und murine IFN-stimulierte Gene (ISGs) wurden bislang identifiziert, die 
genaue Funktion der meisten ISGs ist jedoch noch unbekannt (Kumar et al., 2010; Schoggings et 
al., 2011). 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Typ I-IFN eine wichtige Rolle bei der 
Abwehr einer C. pneumoniae-Infektion des Endothels spielen. Die Ergebnisse der RNAi-
Experimente mit IRF3/IRF7- und MAVS-spezifischer siRNA zeigten ein erhöhtes 
Chlamydienwachstum im Vergleich zum Bakterienwachstum in Kontroll-siRNA transfizierten 
Zellen (Abb.10 A-C). Der MAVS-IRF3/IRF7-IFNβ-Signalweg scheint demnach einen 
zellautonomen angeborenen intrazellulären Resistenzmechanismus gegenüber C. pneumoniae zu 
aktivieren. Studien mit C. muridarum zeigten eine protektive Rolle von IRF3, welche 
unabhängig von IFNβ zu sein schien (Prantner et al., 2011). Der negative Effekt auf die 
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chlamydiale Replikation nach einer Vorbehandlung der Endothelzellen mit rhIFNβ (Abb. 10 D, 
E) und eine signifikant erhöhte Replikation in IFNAR-defizienten Mausmakrophagen (Abb. 
10E) deuten darauf hin, dass höchstwahrscheinlich autokrin produziertes Typ I-IFN 
antibakterielle Signalwege aktiviert. Der MAVS-IRF3/IRF7-IFNβ-Signalweg scheint demnach 
einen zellautonomen angeborenen intrazellulären Resistenzmechanismus gegenüber C. 
pneumoniae zu aktivieren. 
Chlamydien sind in der Lage, durch die Induktion von Typ I-IFN die Expression sogenannter 
ISGs auszulösen (Chiliveru et al., 2010). Somit kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die 
IFNβ-abhängige Chlamydien-Restriktion über ein oder mehrere ISG(s) vermittelt wird.  
Potentiell antibakteriell wirkende Proteine, die durch Typ I und II-IFN induziert werden können 
sind z. B. die sogenannten IRGs (engl.: „immunity related GTPases“), die auch als p47-GTPasen 
bezeichnet werden. In der Maus existieren 23 IRGs, von denen viele antibakteriell wirken 
(Bekpen et al., 2005; MacMicking et al., 2003; Martens et al., 2005; Taylor et al., 2004). Bisher 
konnte für die murinen IRGs Irga6 und Irgb10 beschrieben werden, dass sie einen hemmenden 
Einfluss auf die Chlamydieninfektion haben (Al-Zeer et al., 2009; Coers et al., 2008). Eine 
aktuelle Studie zeigt außerdem erstmals eine Beteiligung einer weiteren Familie humaner 
GTPasen an der Abwehr einer intrazellulären Bakterieninfektion. In dieser Studie vermittelt die 
Induktion von GBP1 und GBP2 IFNγ-abhängig die Restriktion von C. trachomatis über eine 
Induktion der Autophagie (Al-Zeer et al., 2013). Diese Studien beschränken sich zwar auf die 
Analyse von durch IFNγ aktivierten Wirtszellen, es erscheint jedoch wahrscheinlich, dass auch 
Typ I-IFN diese GBPs induzieren können. Erst kürzlich konnte ein wichtiger Regulator der 
Chlamydien-induzierten IRG-Induktion identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um die 
Calcium-abhängige Phospholipase cPLA2 (Vignola et al., 2010). cPLA2 scheint eine wichtige 
Rolle bei der angeborenen Immunantwort gegenüber C. trachomatis zu spielen. Die Lipase 
vermittelt über die Aktivierung der MAPK p38 die Induktion von IFNβ, welches wiederum zu 
einer Expression von Irgb6 führt und eine signifikante Reduktion der C. trachomatis-Replikation 
zur Folge hat. Es wird vermutet, dass cPLA2 eine Rolle bei der intrazellulären Erkennung der 
Chlamydien, insbesondere durch Modulation der Stabilität der Inklusionsmembran, spielt 
(Vignola et al., 2010). 
 Ein weiterer potentiell IFN-vermittelter antibakterieller Abwehrmechnismus ist abhängig von 
der Induktion des Enzyms Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO). Bei IDO handelt es sich um ein 
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Enzym, das die essentielle Aminosäure Tryptophan zu N-Formylkynurenin abbaut (Hayaishi et 
al., 1975). Eine durch IFNγ-verstärkte Aktivität von IDO führt zu einer Hemmung der C. 
pneuumoniae-Replikation in humanen glatten Aortamuskelzellen (Pantoja et al., 2000). 
Inwieweit auch Typ I-IFN in der Lage sind, IDO zu induzieren, bzw. zu aktivieren, könnte 
Gegenstand weiterer Studien sein. In diesem Zusammenhang müsste die durch IFNγ ausgelöste 
persistierende Infektion berücksichtigt werden. 
Eine zentrale Rolle wird den Typ I-IFN auch in der Regulation der Stickstoffmonoxid-(NO)-
abhängigen Wirtsabwehr nach Infektionen mit Chlamydia und Leishmania zugesprochen 
(Diefenbach et al., 1998; Gao et al., 1998; Johnson et al.). Aktuelle Studien zeigen ein inhibiertes 
Wachstum von Chlamydia muridarum durch die IFNγ−bedingte Induktion der 
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) (Zhang et al., 2012). Da auch IFNβ dazu in der Lage ist, die 
Produktion von iNOS zu induzieren und damit intrazelluläre Bakterien abzutöten, könnte dies 
auch in Endothelzellen zu einer Restriktion von Chlamydien führen (Utaisincharoen et al., 2004).  
Aktuelle Studien zeigen eine Beteiligung der Caspase-11 an der angeborenen Immunantwort 
gegenüber intrazellulären Bakterien (Aachoui et al., 2013). Eine ASC-Inflammasom-
unabhängige Aktivierung der Caspase-11 erwies sich als protektiv gegenüber Infektionen mit S. 
typhimurium und Burkholderia (Aachoui et al., 2013). Ausschließlich gram-negative Bakterien 
scheinen dazu in der Lage zu sein, über TRIF und IFNβ die Caspase-11 zu induzieren und 
aktivieren (Kayagaki et al., 2013; Rathinam et al., 2013). Somit wäre es möglich, dass die 
Caspase-11 an den oben beschriebenen hemmenden Effekten von IFNβ auf die 
Chlamydieninfektion beteiligt ist. Aufschluss hierüber könnten zukünftig unter anderem 
Experimente mit „Knock-out“-Zellen sowie Caspase-11-Inhibitoren (z. B. Wedelolaceton) 
erbringen. 
Insgesamt lässt sich sagen, dass die durch Typ I-IFN induzierten antiviralen Effektoren zum Teil 
bekannt, die Typ I-IFN-stimulierten, potentiell antibakteriellen Moleküle jedoch noch 
unzureichend untersucht sind. Typ I-IFN haben im Rahmen von bakteriellen Infektionen jedoch 
sowohl protektive (Decker et al., 2005; Däubener und MacKenzie, 1999; Njau et al., 2009; 
Howard, 2008; Bukholm et al., 1984; Niesel et al., 1986) als auch schädliche Auswirkungen für 
den Wirt. So zeigen Experimente mit IFNAR-defizienten Mausmakrophagen eine IFNAR-
vermittelte Restriktion der Legionellenvermehrung (Coers et al., 2007; Lippmann et al., 2011). 
In intrazellulären Infektionen mit Mycobacterium tuberculosis und Listeria monocytogenes 
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scheinen Typ I-IFN sowohl in vitro als auch in vivo für die Wirtszelle von Nachteil zu sein 
(Auerbuch et al., 2004; Bouchonnet et al., 2002; Carrero et al., 2004; Manca et al., 2001; 
O'Connell et al., 2004; Stockinger et al., 2002). 
Von großem Interesse wäre somit insgesamt eine Erforschung der beteiligten Faktoren der 
intrazellulären Resistenzvermittlung. Ein Fokus könnte auf die genannten sowie neue noch 
uncharakterisierte ISGs gelegt werden. Die „Microarray-Technik“ könnte hierbei von großem 
Nutzen sein um einen besseren Überblick über die durch C. pneumoniae induzierten ISGs im 
humanen Endothel zu bekommen. Dadurch könnten wichtige Erkenntnisse für die 
Risikoabschätzung und Prophylaxe sowie für die Entwicklung neuartiger Therapiestrategien 
gegenüber intrazellulären Pathogenen erlangt werden. 
3.4. NLRX1 hemmt die C. pneumoniae-Infektion in Endothelzellen und Makrophagen 
Das Bakterium C. pneumoniae bildet im Rahmen seines biphasischen Lebenszyklus zwei 
unterschiedliche Formen aus. Die extrazelluläre Infektionsformen, die EBs, infizieren die 
Wirtszelle und differenzieren sich intrazellulär zu RBs, welche sich über Zweiteilung vermehren 
und sich wieder zu EBs zurückentwickeln, die dann wiederum durch Lyse oder Extrusion aus der 
Wirtszelle freigegeben werden. Extrazellulär vorhandene EBs werden vom angeborenen 
Immunsystem durch TLR2 und TLR4 erkannt (Prebeck et al., 2003; Bulut et al., 2002; Kol et al., 
2000; Wantia et al., 2011; Paolillo et al., 2012). Inwieweit Chlamydien intrazellulär vom 
Immunsystem erkannt und in ihrer Vermehrung kontrolliert werden können, ist bislang jedoch 
nur unzureichend verstanden. Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass C. 
pneumoniae dazu in der Lage ist, über MAVS IFNβ zu induzieren, welches sich wiederum 
negativ auf die bakterielle Replikation in Endothelzellen auswirkt. NLRX1 wurde zunächst als 
potentieller Regulator dieses Signalweges angesehen. NLRX1 inhibiert die IFNβ-Produktion bei 
einer Virusinfektion (Moore et al., 2008), scheint aber auch an weitere intrazelluläre 
Abwehrmechanismen, wie die Induktion von ROS und Autophagie zu stimulieren (Abdul-Sater 
et al., 2010; Tattoli et al., 2008; Lei et al., 2012). Das Ziel des zweiten Teils der Arbeit war es, 
die Bedeutung von NLRX1 für die Infektion mit C. pneumoniae und die Regulation der Typ I-
IFN sowie weitere zellautonome Abwehrmechanismen zu untersuchen.  
Bei NLRX1 handelt es sich speziesübergreifend um ein hoch konserviertes Protein, das 
ubiquitiär exprimiert wird (Moore et al., 2008). Die konstitutive Expression von NLRX1 konnte 
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bereits in verschiedensten humanen Zelllinien nachgewiesen werden, darunter HeLa-, HEK-, 
Jurkat- und THP-1-Zellen (Tattoli et al., 2008). In dieser Arbeit zeigte sich, dass NLRX1 in 
uninfizierten und in mit C. pneumoniae infizierten humanen Endothelzellen konstitutiv 
exprimiert wird (Abb. 11A). Die Ergebnisse zeigen ferner, dass NLRX1 an der Bekämpfung 
einer intrazellulären Infektion von humanen Endothelzellen und Mausmakrophagen mit C. 
pneumoniae beteiligt ist. So hatte die Expressionshemmung von NLRX1 mittels spezifischer 
siRNA in humanen Endothelzellen eine ca, 4,5fach erhöhte Chlamydienvermehrung zur Folge 
im Vergleich zu Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen (Abb. 11C-E). Übereinstimmend konnte 
eine höhere Anzahl von C. pneumoniae in NLRX1-defizienten Mausmakrophagen im Vergleich 
zu Wildtyp-Makrophagen nachgewiesen werden (Abb. 11G-I). 
Entgegengesetzt zu den hier dargestellten Ergebnisse zeigte eine Studie aus dem Jahre 2010 
einen positiven Einfluss von NLRX1 auf die C. trachomatis-Infektion in HeLa-Zellen und 
Mausfibroblasten (Abdul-Sater et al., 2010). In dieser Arbeit wird postuliert, dass NLRX1 über 
die Induktion einer ROS-Produktion und einer sich daraus ergebenen Aktivierung des NLRP3-
Inflammasom die C. trachomatis-Repliaktion verstärkt. Eine mögliche Erklärung für die 
Diskrepanz dieser Ergebnisse ist die unterschiedliche experimentelle Herangehensweise zur 
Untersuchung des Einflusses des Inflammasoms auf die chlamydiale Infektion. Die 
Arbeitsgruppe von Abdul-Sater verwendete ausschließlich einen chemischen Inhibitor der 
Caspase-1, wohingegen die Vermehrung der Chlamydien in der vorliegenden Arbeit in ASC-
defizienten Makrophagen und in mit zwei Sequenzen siRNA behandelten (siASC)  primären 
Endothelzellen gemessen wurde (Abb. 13A-D). Möglicherweise beruhen die unterschiedlichen 
Ergebnisse auch auf der Verwendung verschiedener Chlamydienspezies, da die 
Sequenzhomologie zwischen Chlamydia. trachomatis und Chlamydophila pneumoniae sehr 
gering ist (Kalmann et al., 1999). Desweiteren könnten Unterschiede in Expression und Funktion 
von NLRX1 in Endothelzellen, Makrophagen und Epithelzellen unterschiedlich sein und somit 
ebenfalls eine Erklärung für die abweichenden Ergebnisse darstellen. 
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3.5. Mechanismus der NLRX1-vermittelten zellautonomen Resistenz gegenüber einer 
Infektion mit C. pneumoniae 
3.5.1. Beteiligung von Typ I-IFN 
Wie vorangegegangen beschrieben wurde, hatte NLRX1 einen hemmenden Einfluss auf die 
intrazelluläre Vermehrung von C. pneumoniae in Endothelzellen und Mausmakrophagen. Im 
Folgenden sollen mögliche Mechanismen diskutiert werden, welche potentiell von NLRX1 
vermittelt werden und für die Hemmung der C. pneumoniae-Replikation verantwortlich sind. 
Eine MAVS-abhängige Typ I IFN-Produktion kontrolliert, wie im ersten Teil der Arbeit gezeigt, 
die C. pneumoniae Infektion in humanen Endothelzellen. NLRX1 wurde als negativer Regulator 
der Typ I-IFN-Produktion beschrieben (Moore et al., 2008; Allen et al., 2011; Lei et al., 2012). 
Somit war die initiale Hypothese, dass NLRX1 die Chlamydien-stimulierte IFNβ−Produktion 
hemmt und somit die Infektion positiv beeinflusst. 
In der vorliegenden Arbeit wurde nach Infektion mit C. pneumoniae keine Veränderung der 
IFNβ-Expression in siNLRX1-transfizierten Endothelzellen im Vergleich zu einer Transfektion 
mit Kontroll-siRNA sowie in NLRX1-defizienten Mausmakrophagen im Vergleich zu 
Wildtypzellen beobachtet. Somit scheint eine Regulation der Typ I-IFN-Antwort durch NLRX1 
keine Bedeutung für die Infektion von C. pneumoniae in Endothelzellen und Makrophagen zu 
haben.  
3.5.2. Regulation von proinflammatorischen Zytokinen (IL-6, IL-1β und KC) durch 
NLRX1 
Es zeigten sich nach Infektion mit C. pneumoniae keinerlei signifikante Veränderungen der 
Genexpression von KC, mIL-6 und mIL-1 in NLRX1-defizienten Zellen im Vergleich zu 
Wildtypzellen (Abb. 12C-G). In der Literatur ist der Einfluss von NLRX1 auf den NF-κB-
Signalweg in den letzen Jahren bereits von verschienenen Arbeitsgruppen untersucht worden. In 
einigen Studien zeigte sich eine verstärkte NF-κB-vermittelte Zytokinantwort (z. B. IL-6 und 
KC) in verschiedenen NLRX1-Loss-of-function-Modellen, sowohl in vitro als auch in vivo 
(Allen et al., 2011; Xia et al., 2011; Soares et al., 2012). Dieses Phänomen konnte nicht nur im 
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Rahmen einer antiviralen Immunantwort, sondern auch nach Stimulation mit aufgereinigtem 
LPS beobachtet werden (Allen et al., 2011; Xia et al., 2011; Soares et al., 2012). Chlamydiales 
LPS unterscheidet sich von dem LPS anderer gram-negativer Bakterien vor allem durch eine 
niedrigere biologische Aktivität (Ingalls et al., 1995). Diese Tatsache zusammen mit 
unterschiedlichen Infektionsbedingungen, wie z. B. eine wesentlich kürzere Inkubationszeit in 
den angeführten Studien, könnten Gründe für die unterschiedlichen Ergebnisse im Vergleich zu 
denen der vorliegenden Arbeit sein. 
Zusammenfassend zeigen die bisherigen Ergebnisse, dass eine NLRX1-Defizienz in 
Mausmakrophagen nach einer Infektion mit C. pneumoniae keinen signifikanten Einfluss auf die 
frühe proinflammatorische Immunabwehr, wie die Induktion von IL-8 (KC), IL-6 sowie IL-1 
hat. 
3.5.3. Bedeutung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) für die NLRX1-vermittelte 
zellautonome Abwehr gegen C. pneumoniae 
ROS dienen nicht nur als „second messenger“-Moleküle, sondern haben unter anderem auch eine 
Funktion bei der Abwehr von Pathogenen (z. B. „oxidative burst“,) (Yang et al., 2012). Zwei 
unterschiedliche Studien beschreiben, dass eine ektope Expression von NRLX1 die Produktion 
von ROS stimuliert, bzw. nach Infektion mit Shigella flexneri und C. trachomatis steigert 
(Abdul-Sater et al., 2010; Tattoli et al., 2008).  
Diese Studien dienten als Grundlage für die Hypothese, dass C. pneumoniae eine NLRX1-
vermittelte ROS-Produktion induziert, die sich anschließend negativ auf das chlamydiale 
Wachstum auswirkt. 
Mehrere Studien zeigten bereits, dass C. pneumoniae in der Lage ist, ROS zu induzieren 
(Kalayoglu et al., 1999; Rivera et al., 2012). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl 
humane Endothelzellen als auch murine Knochenmarksmakrophagen nach Infektion mit C. 
pneumoniae ROS produzieren. Bei NLRX1 handelt es sich um ein mitochondrial lokalisiertes 
Protein. C. pneumoniae löst jedoch in humanen Endothelzellen keine nennenswerte 
mitochondriale ROS-Produktion aus (Abb. 13D-F). Das nach einer Infektion mit C. pneumoniae 
gebildete ROS in Endothelzellen wird stattdessen überwiegend durch NADPH-Oxidasen 
generiert. Diese Ergebnisse stimmen mit der Tatsache überein, dass eine vaskuläre ROS-
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Produktion vor allem auf die Aktivität von NADPH-Oxidasen zurückzuführen ist (Touyz et al., 
2004; Griendling et al., 2000; Lassegue et al., 2003). Eine Inhibition des so gebildeten ROS 
durch den Einsatz des NADPH-Oxidasen-Hemmers DPI hatte keinen postiven Einfluss auf 
Replikation von C. pneumoniae sondern führte stattdesen zu einer Hemmung der bakteriellen 
Vermehrung (Abb. 14B).  
Die Induktion der während einer C. pneumoniae-Infektion gebildeten Sauerstoffradikale scheint 
nicht durch eine NLRX1-Defizienz inhibiert zu werden (Abb. 13A-C; Abb. 12C-E). In NLRX1-
defizienten Zellen kommt es sogar zu einer verstärkten ROS-Produktion nach Infektion mit 
Chlamydophila pneumoniae. Dieses Phänomen könnte auf die erhöhte Chlamydienzahl im 
Vergleich zu Wildtypzellen zurückzuführen sein (Abb. 12C-E).  
Somit lässt sich zusammenfassend feststellen, dass Einflüsse von NLRX1 auf die ROS-
Produktion höchstwahrscheinlich nicht für die NLRX1-vermittelte Hemmung der C. pneumoniae 
Infektion verantwortlich gemacht werden kann.  
3.5.4. Beteiligung der Inflammasome an der NLRX1-abhängigen Hemmung von  
C. pneumoniae 
Eine große Gruppe von NLRs (z. B. NLRP3) ist dazu in der Lage, Inflammasome zu bilden. 
Diese Aktivierung stellt einen Schlüsselmechanismus der angeborenen Immunantwort gegenüber 
Bakterien, Viren, Pilzen sowie DAMPs dar, der maßgeblich durch eine Caspase 1-abhängige 
Produktion von IL-1β und IL-18 vermittelt wird. Anhand eines in vivo-Infektionsmodells mit C. 
pneumoniae zeigte sich eine essentielle Beteiligung von IL-1β an der Wirtszellabwehr (Shimada 
et al., 2011). Um Informationen über eine mögliche Beteiligung von NLRX1 an der IL-1β-
Induktion zu bekommen, wurde die Produktion von IL-1β in NLRX1-/- Zellen untersucht. In der 
vorliegenden Arbeit ergab die Infektion von NLRX1-defizienten murinen 
Knochenmarksmakrophagen mit C. pneumoniae weder eine veränderte IL-1β-mRNA-
Expression noch eine veränderte IL-1β-Sekretion im Zellüberstand im Vergleich zu infizierten 
Wildtypzellen (Abb. 12F, G).  
Als zentrales Adapterprotein ist ASC an der Aktivierung der Caspase-1 durch mindestens vier 
verschiedene NLR-Inflammasom-Komplexe essentiell beteiligt (NLRP1, NLRC4, NLRP6, und 
NLRP3) und war somit auch das Ziel weiterer „loss of function“-Experimente (Sanddanger et 
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al., 2013). In den ASC-defizienten Mausmakrophagen konnte im Vergleich zu Wildtypzellen 
keine Veränderung der Chlamydien-Replikation festgestellt werden, obwohl, wie erwartet diese 
Zellen kein IL-1β produzieren konnten.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Beteiligung des ASC-abhängigen Inflammasoms an 
der NLRX1-vermittelten Chlamdien-Inhibition ausgeschlossen werden kann. 
3.5.5. Beteiligung von Autophagie an der NLRX1-abhängigen Hemmung von  
C. pneumoniae 
Eine Regulation der proinflammatorischen Zytokinantwort durch NLRX1 wurde bereits in 
mehreren Studien beschrieben (Allen et al., 2011, Moore et al., 2008). Des Weiteren gibt es 
aktuelle Hinweise auf eine molekulare und funktionelle Assoziation zwischen den Autophagie-
relevanten ATG-Proteinen und NLRX1. Autophagie spielt sowohl in der adaptiven als auch in 
der angeborenen Immunantwort eine wesentliche Rolle. Als zellautonomer Abwehrmechanismus 
dient die Autophagie durch die Bildung von Autophagolysosomen unter anderem dem Abbau 
von intrazellulären Bakterien. Somit ist die Wirtszelle auch in der Lage, Bakterien zu eliminieren 
die dem phagolysosomalen Abbauweg entkommen sind (Levine und Kroemer, 2008; Swanson, 
2006). Diese Tatsache trifft auf die chlamydiale Inklusion in Epithelzellen zu, die nicht mit 
Lysosomen fusioniert und somit eine Möglichkeit gefunden hat, dem Abbau zu entgehen 
(Eissenberg et al., 1981; Scidmore et al., 2003; Al-Younes et al., 1999).  
Eine erst kürzlich publizierte Studie zeigt eine negative Regulation der Typ I-IFN-Antwort von 
NLRX1 mittels einer direkten Interaktion mit dem mitochondrialen Elongationsfaktor TUFM 
(Lei et al., 2012). Darüber hinaus führt die Bildung eines Proteinkomplexes von 
NLRX1/TUFM mit dem ATG5-ATG12-Konjugat zu einer Verstärkung der Autophagie nach 
viraler Infektion. Anhand dieser Studie stellte sich nun die Frage,  inwieweit die Autophagie an 
der NLRX1-vermittelten Chlamydienrestriktion beteiligt ist. In der vorligenden Arbeit konnte 
gezeigt werden, das die Replikation von C. pneumoniae in mit ATG5-spezifischer siRNA 
transfizierten Endothelzellen im Vergleich zu Zellen, welche mit Kontroll-siRNA behandelt 
wurden, unverändert blieb. Eine NLRX1-vermittelte Chlamydienrestriktion durch Autophagie 
konnte demnach ausgeschlossen werden. Übereinstimmend wurde bereits in weiteren Studien 
gezeigt, dass die Autophagie zwar einen hemmenden Einfluss auf die Replikation von C. 
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trachomatis in IFNγ-aktivierten Zellen hat, sich dieser Einfluß jedoch nicht in unbehandelten 
Zellen beobachten ließ (Al-Zeer et al., 2009; Al-Zeer et al., 2013). 
3.5.6. Zelltoxizität von NLRX1 
Um auszuschließen, dass die Effekte von NLRX1 auf die Vermehrung der Chlamydien in 
Endothelzellen durch die Beeinflussung des Zielzelltodes hervorgerufen werden, wurde die 
Menge der freigesetzten Laktat-Dehydrogenase (LDH) untersucht. Durch die Messung der 
Freisetzung von LDH durch zerstörte bzw. sterbende Zellen ist es möglich, die 
Gesamtzytotoxizität (in %) zu ermitteln. Die Untersuchungen ergaben eine leichte Erhöhung der 
Zelltoxizität sowohl durch Transfektion, als auch durch die Infektion mit Chlamydophila 
pneumoniae. Es zeigte sich jedoch keinerlei Unterschied zwischen den mit csi und siNLRX1-
transfizierten Zellen (Daten hier nicht gezeigt). Daraus lässt sich schließen, dass NLRX1 keinen 
wesentlichen Einfluss auf die Zytotoxizität der Wirtszelle hat. Somit ergeben sich keine 
Hinweise darauf, dass NLRX1 über die Induktion von Zelltod die C. pneumoniae-Infektion in 
Endothelzellen hemmt.  
3.5.7. Induktion NLRX1-abhängiger Resistenzmechanismen durch chlamydiale Faktoren 
Bei NLRX1 handelt es sich um ein Protein, das sowohl einen Einfluss auf die inflammatorische 
Immunantwort als auch auf die die Produktion reaktiver Sauerstoffradikale zu haben scheint 
(Arnoult et al., 2009 und Tattoli et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, 
dass NLRX1 vermutlich über einen ROS-, Inflammasom-, Autophagie- und Typ I-IFN-
unabhängigen Signalweg eine Inhibition des chlamydialen Wachstums vermittelt. Abschliessend 
stellt sich somit die Frage, welche chlamydialen Faktoren diesen NLRX1-abhängigen 
Abwehrmechanismus aktivieren und ob NLRX1 ggf. direkt chlamydiale Moleküle bindet. Diese 
Fragestellung wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht, soll jedoch im Folgenden kurz 
diskutiert werden. 
Eine kürzlich publizierte Arbeit konnte zeigen, dass NLRX1 virale RNA und dessen 
synthetisches Analogon polyI:C binden kann (Hong et al., 2012). Es wäre somit denkbar, dass 
chlamydiale Nukleinsäuren direkt an NLRX1 binden und den NLRX1-abhängigen 
Abwehrmechanismus aktivieren. In diesem Falle bliebe jedoch unklar, wie die chlamydialen 
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Nukleinsäuren aus der membranumgebenden Inklusion, in der sich die Chlamydien vermehren, 
ins Wirtzellzytoplasma, und somit in Kontakt mit NLRX1 kommen könnten. Ein in der 
Vermehrungsphase exprimiertes Typ-III-Sekretionssystem könnte hierbei möglicherweise 
beteiligt sein. Des Weiteren kommt es im Anschluss an diese Vermehrungsphase oft zu einer 
Zerstörung, bzw. Verletzung der Wirtszelle. Im Anschluss führt dies zu einer Freisetzung 
endogener „verletzungsassoziierter“ zellulärer Bestandteile, den DAMPs (engl.: „damage 
associated molecular patterns“). Diese Faktoren sind ebenso wie die PAMPs dazu in der Lage, 
die angeborene Immunantwort zu stimulieren (Zhang et al., 2010). Möglicherweise ist NLRX1 
auch an der Detektion von DAMPs beteiligt. Diese Identifikation der NLRX1-Aktivatoren in der 




4.  Zusammenfassung und Ausblick 
Wirtszellen verfügen über bisher unzureichend verstandene zellautonome Immunmechanismen 
zur Abwehr von intrazellulären Bakterien. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei 
Abwehrmechanismen charakterisiert, die in humanen Endothelzellen, bzw. in murinen 
Makrophagen Infektionen durch C. pneumoniae bekämpfen (Abb. 15). Zum einen konnte 
gezeigt werden, dass C. pneumoniae über einen MAVS-abhängigen Signalweg in humanen 
Endothelzellen erkannt wird. Diese Erkennung aktiviert die Transkriptionsfaktoren IRF3 und 
IRF7 und nachfolgend eine IRF3/7-abhängige Typ I-IFN-Produktion. Typ I-IFN bewirken 
autokrin eine Kontrolle der intrazellulären Infektion mit C. pneumoniae. Zum anderen wurde 
gezeigt, dass das mitochondriale NLR-Molekül NLRX1 eine zellautonome Abwehr gegen C. 
pneumoniae in humanen Endothelzellen und in murinen Makrophagen vermittelt. Diese NLRX1-
abhängige intrazelluläre Abwehr ist unabhängig von verschiedenen, bisher mit NLRX1 in 
Verbindung gebrachten Signalwegen. Die Ergebnisse zeigen somit zum ersten Mal, dass NLRX1 
eine zellautonome Abwehr gegen intrazelluläre Bakterien vermittelt. Zukünftige Arbeiten sollten 
aufklären, welche chlamydialen Moleküle durch die MAVS- und NLRX1-abhängigen 
Signalwege erkannt werden. Ein Kandidat hierfür ist chlamydiale RNA, da MAVS als das 
Adaptermolekül der zytosolischen RNA-Rzeptoren RIG-I und MDA5 gilt und eine direkte 
Bindung von viraler und synthetischer RNA an NLRX1 kürzlich gezeigt werden konnte. In 
diesem Falle bliebe jedoch zusätzlich zu klären, wie chlamydiale RNA in das Wirtszellzytosol 
gelangen könnte. Weitere offene Fragen betreffen die Mechanismen sowohl der Typ I-IFN-
abhängigen intrazellulären Abwehr von Chlamydien in Endothelzellen als auch der NLRX1-
vermittelten zellautonomen Immunmechanismen in Endothelzellen und Makrophagen. 
Schliesslich wäre es interessant zu untersuchen, welche Funktionen diese beiden 
Abwehrmechanismen für die C. pneumoniae-Infektion in vivo haben. Daraus gewonnene 
Erkenntnisse könnten bei der Erforschung neuartiger antibakterieller Therapien hilfreich sein. 
Diese ist angesichts der weltweiten signifikanten Zunahme von mehrfach-resistenten 







Abb. 15: Zusammenfassung der in der Arbeit untersuchten angeborenen 
Abwehrmechanismen gegen eine C. pneumoniae Infektion in humanen Endothelzellen. 
Über einen noch unbekannten Rezeptor werden Moleküle des obligat intrazellulären Erregers C. 
pneumoniae detektiert. Es kommt zu einer Induktion von zwei verschiedenen Signalwegen. 
MAVS-vermittelt werden die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 aktiviert und führen zu 
einer Produktion von IFNβ. IFNβ bewirkt über noch unbekannte zellautonome 
Resistenzmechanismen eine Inhibition des intrazellulären Chlamydienwachstums. Auch die 
NADPH-vermittelte Produktion von ROS führt zu einer reduzierten Chlaymdienvermehrung. 
Der NOD-like-Rezeptor NLRX1 ist ebenfalls in der Lage, das Chlamydienwachstum zu 
hemmen. Bezüglich der Wirkweise von NLRX1 konnte eine Beteiligung intrazellulärer 
Resistenzmechanismen wie die Induktion von ROS, Autophagie sowie die Induktion des 





The cell autonomous defense mechanisms against intracellular bacteria in host cells are so far 
insufficiently understood. In the present work two defense mechanisms involved in the 
elimination of C. pneumoniae in human endothelial cells and in murine macrophages were 
characterized (Abb. 15). It could be shown that C. pneumoniae is recognized by a MAVS-
dependent signal pathway in human endothelial cells. This recognition activates the transcription 
factors IRF3 and IRF7 and subsequently an IRF3/7-dependent type I-IFN production. Typ-I-
IFNs induce an autocrine control mechanism against the intracellular infection with C. 
pneumoniae. Additionaly it could be shown for the first time that the mitochondrial NLR 
molecule NLRX1 mediates a cell autonomous defense mechanism against C. pneumoniae and 
most likely other intracellular bacteria in human endothelial cells and murine macrophages. This 
NLRX1-dependent intracellular defense mechanism is independent of the different mechanisms 
which were so far linked to NLRX1. Further work should clarify, which chlamydial molecules 
are recognized by the MAVS- and NLRX1-dependent pathways. A promising candidate for such 
a molecule could be chlamydial RNA since MAVS is considered to be an adapter molecule of the 
cytosolic RNA receptors RIG-I and MDA5. Recently a direct binding of viral and synthetic RNA 
molecules to NLRX1 could be shown. In this case the question must be clarified how chlamydial 
RNA could enter the host cell cytosol. Further open questions concern the mechanisms of the 
type I-IFN-dependent intracellular protection from Chlamydia in endothelial cells and the 
NLRX1-mediated cell autonomous immune mechanisms in endothelial cells and macrophages. 
Finally it would be interesting to examine the relevance of these two defense mechanisms for C. 
pneumoniae infection in vivo. The outcome of theses studies could be very helpful in the 





Autoklav      Systec GmbH, Wettenberg 
Analysenwaage     KERN & Sohn GmbH, Balingen 
Eismaschine      Ziegra, Isernhagen 
ELISA-reader      Dynatech, Guernsey; England  
Magnetrührgerät     VWR 205, Henry Troemner, U.S.A 
Konfokales Mikroskop     LSM5 Pascal, Zeiss, Jena 
Konfokales Mikroskop  Carl Zeiss Imaging System  
LSM 780, Jena 
Kühlschränke      Kühl-Gefrierkombination:Liebherr, Berlin 
                 Tiefkühlschrank:Heraeus,Hanau 
Mikrowelle      Siemens, Berlin  
Multipetten      Eppendorf, Hamburg 
Nass-Blot-Apparatur     BIO-RAD, München 
Odyssey Infrared Imaging System    LI-COR Biosciences, Bad Homburg 
pH-Meter      Knick GmbH & Co. KG, Berlin 
Pipetten      Eppendorf, Hamburg 
Spannungsgeräte (Power supply)   EPS 600 Pharmacia Biotech, Freiburg 
       BIO-RAD, München 
Spektralphotometer     UVIKON, Kontron; Basel 
Sterilbank      Heraeus, Hanau 
       Filter: Kendro, Langenselbold 
Thermomixer       Eppendorf, Hamburg 
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Thermocycler      Eppendorf, Hamburg  
Vortexer       IKA, Staufen 
Zentrifugen:      Tischzentrifuge    
                  Hettich, Vertrieb Berlin 
Tischzentrifuge (klein)  
 Tomy Seiko, Tokyo 
UV-Lampe      GIBCO, Karlsruhe 
Wasserbad      Köttermann, Hänigsen 
Wasseraufbereitungssytem    Millipore, Schwalbach 
(Aqua bidest) 
Zellkultur-Inkubator     Heraeus, Hanau 
6.2.  Zubehör 
Blotmembran aus Nitrocellulose Hybond-ECL  Amersham, Braunschweig 
Einmal-Handschuhe Nitrile    Ansell, Brüssel 
Einmalküvetten      Sarstedt, Hannover 
Filter        Nalgene, Wiesbaden 
Kryoröhrchen      Nunc, Wiesbaden 
Multischalen       Falcon, Heidelberg 
(6-, 12-, 24- und 96-Loch-Format) 
Optilux™ Petri-Schalen    BD Biosciences, New Jersey USA 
Reaktionsgefäße (0,5; 1,5; 2 ml)    Eppendorf, Hamburg 
PCR-Reaktionsgefäße    Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen     Sarstedt, Hannover 
Pipettierhilfe      Integra Bioscience, Vancouver; Kanada 
Quarzküvette       Hellma, Müllheim 
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Röhrchen (12 und 50 ml)     Falcon, Heidelberg 
Scraper       Costar, Cambridge (USA) 
Urinbecher (100 ml)      Sarstedt, Hannover 
Zellkulturflaschen (T75)    Falcon, Heidelberg 
6.3.  Puffer und Lösungen 
Blot-Puffer (10x, Western Blot)  
Glycin    144 g   Serva, Heidelberg 
Trizma Base   30 g   Sigma, München 
Aqua bidest   ad 1000 ml  
 
Blot-Puffer (1x, Western Blot) 
Methanol   200 ml   Merck, Darmstadt 
Blot Puffer (10x)  80 ml 
Aqua bidest.    ad 1000 ml 
PBS 1 x      PAA, Cölbe 
 
Eindeckelmedium 
Permafluor      Beckman Coulter, Krefeld 










Glycerol   0,8 ml   Merck, Darmstadt 
Tris-HCL 0,5M, pH 8,3 1,0 ml   Sigma, München 
SDS (10 %)   1,6 ml   Serva, Heidelberg 
Bromphenolblau  1 %, 0,4 ml  Pharmacia Biotech AB, Uppsala 
β-Mercaptoethanol*  1 %, 0,4 ml  Serva, Heidelberg 
Aqua bidest.   0,95 ml 
 
Laufpuffer (5x, SDS_Gel) 
Glycin    72 g   Serva, Heidelberg 
Trizma Base   15 g   Sigma, München 
SDS    5 g   Serva, Heidelberg 
Aqua bidest.   ad 1000 ml 
 
Lysepuffer  (Proteinextraktion) 
Tris-HCl, pH 7,4  100 µl aus  500 mM Sigma, München 
Nonidet® P-40  50 µl aus 20%  Sigma, München 
10 µl PMSF   10 µl aus 100 mM Sigma, München 
Antipain    5 µl aus 5 mg/ml Sigma, München 
Leupeptin    5 µl aus 5 mg/ml Sigma, München  
Pepstatin    5 µl aus 5 mg/ml Sigma, München 
EDTA    1 µl aus 250 mM AppliChem, Heidelberg   






Natiumorthovanadat 98 % ig 200 mM  Sigma, München 
Natriumpyrophosphat  150 mM  Sigma, München 
Natriumfluorid 99 %ig  1 M   Sigma, München 
Dulbeccos PBS   1 x    PAA, Cölbe 
 
Sammelgelpuffer   (0,5M Trs-HCL, pH6,8) 
Trizma base   6 g   Sigma, München 
Aqua bidest   ad 1000 ml 
 
Sammelgel (für ca. 2 Gele)  
Sammelgelpuffer  1 ml 
Acrylamid/Bisacrylamid 534 µl   Serva, Heidelberg 
SDS 10 %   0,04 ml  Serva, Heidelberg 
APS    0,04 ml  Serva, Heidelberg 
TEMED   0,01 ml   R&D Systems, Wiesbaden 
Aqua bidest.   2,426 ml    
 
SPG-Puffer 
Saccharose   75 g   Merck, Darmstadt 
KH2PO4   0,52 g   Merck, Darmstadt 
Na2HPO4   1,53 g   Merck, Darmstadt 
Glutaminsäure    0,72 g   Merck, Darmstadt 




TAE-Puffer, ph 8,0: 
Trizma-Base   4,84 g    Sigma, München 
Eisessig    1,14 ml 100 %ig  Merck, Darmstadt 
EDTA 0,5 M Roth  2 ml aus 0,5 M  Roth, Karlsruhe 
A. bidest.    ad 1000 ml 
 
Trenngel-Puffer 1,5M, pH8,8 
Trizma-Base   18,15 g   Sigma, München 




Trenngelpuffer   2,5 ml  Serva, Heidelberg   
Acrylamid/ Bisacrylamid 40% 3,25 ml Serva, Heidelberg 
SDS 10%    100 µl  Serva, Heidelberg   
APS     0,05 ml Serva, Heidelberg 
TEMED    0,005 ml R&D Systems, Wiesbaden 
Aqua bidest.    4,10 ml    
    
Verdünnungsmedium (VM, Konfokalmikroskopie) 
PBS     20 ml  PAA, Cölbe  
BSA,      0,2 g  Sigma, München 





Aceton      Merck, Darmstadt 
Acrylamid/ Bisacrylamid 40%    Serva, Heidelberg 
Agarose       Promega, Madison, WI, U.S.A 
APS        Serva, Heidelberg 
Amphotericin       Boehringer, Ingelheim am Rhein 
Antipain      Sigma, München 
Aprotinin      Sigma, München 
Bradford-Reagenz     Biorad, München 
Bromphenolblau     Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden 
1,4-Dithiothreitol      Merck, Darmstadt   
EDTA        Roth, Karlsruhe 
Ethanol      Mallinckrodt Baker, Griesheim 
Ethidiumbromid-Lösung    Gibco, Karlsruhe 
FCS        Gibco, Karlsruhe 
Formaldehyd (37%)     Sigma, München 
Gelatine      Sigma, München 
Glutamin (L-)      Gibco, Karlsruhe 
Glutaminsäure     Merck, Darmstadt 
Glycin       Serva, Heidelberg 
Glycerol       Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt 
Kalimhydrogenphosphat    Merck, Darmstadt 
Leupeptin      Sigma, München   
β-Mercaptoethanol      Serva, Heidelberg 
92 
 
Methanol       Merck, Darmstadt 
NaCl       Sigma, München 
Nonidet P40       BioChemika, Duisburg 
PFA        Merck, Darmstadt 
PMSF        Sigma, München 
Poly dA-dT (0,1µg/µl)    InvivoGen, Toulouse 
Ponceau-S      Sigma, München 
Saccharose      Merck, Darmstadt 
SDS        Serva, Heidelberg 
Sodium Fluorid      Sigma, München 
Sodium Orthovanadat     Sigma, München 
Sodium Pyrophosphat     Sigma, München 
TEMED      R&D Systems, Wiesbaden 
Triton X-100        Boehringer, Ingelheim am Rhein 
Trizma Base       Sigma, München 
Trypsin EDTA      Gibco, Karlsruhe 
Tween 20       Sigma, München 
Wasser (für Spülzwecke)    Ampuwa, Fresenius Kabi, Bad Homburg 
Wasser (für Injektionszwecke)   Ampuwa, Fresenius Kabi, Bad Homburg 
 
Marker 
DNA-Marker 100 kb     Gene ruler, Biomol, Hamburg 
Protein Marker:  
Full range Rainbow,     Amersham, Braunschweig 




AMV Reverse Transkriptase    Promega, Mannheim 
m-MLV Reverse Transkriptase   Invitrogen, Karlsruhe 
Proteinase K      Merck, Darmstadt 
Red Taq Polymerase     Sigma, München 
Ribonuklease A (RNase A)    AppliChem, Darmstadt 
RNasin, rekombinant     Promega, Mannheim 
Trypsin/EDTA 1 x     Gibco, Karlsruhe 
 
Alle übrigen Reagenzien ohne Angabe der Bezugsquelle wurden bei den Firmen Sigma, 
München; Merck, Darmstadt und Roth, Karlsruhe erworben. 
6.6. Kommerzielle Systeme 
Cell line Nucleofector KIT solution V  Amaxa , Lonza AG;  Basel 
HUVEC Nucleofector KIT    Amaxa , Lonza AG;  Basel 
High perfect transfection reagent   Qiagen, Hilden 
RNeasy® Mini Kit      Qiagen, Hilden 
PerfectPure RNA Cultured Cell Kit   5 prime, Hamburg 
Human Interferon-ß (HuIFNβ)-ELISA Kit  Fujirebio INC, Tokyo 
Hi Speed Plasmid Midi Kit    Quiagen, Hilden 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems, Darmstadt 
Mouse IL-1 beta ELISA Ready-SET-Go!  ebioscience, San Diego U.S.A. 
BD OtpEIA Human IL-8 Elisa Set reagent  BD Biosciences, New Jersey USA 
BD OtpEIA mouse IL-6 Elisa Set reagent  BD Biosciences, New Jersey USA 
Mouse IL-1 beta ELISA Ready-SET-Go!®  ebioscience, San Diego U.S.A. 
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6.7. Oligonukleotide  
Oligonukleotide (siRNA) 
Die verwendete siRNA wurde vom Hersteller Ambion (Huntingdon, U.K.) bezogen. HUVECs 
wurden nach Herstellerangaben mittels eines Amaxa Nucleofectors (Amaxa, Köln Deutschland) 
mit  2µg siRNA transfiziert. Im Rahmen der Replikationsexperimente wurde die siRNA 
hauptsächlich mit dem HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen, Valencia, CA) transfiziert.  
csi (control) siRNA 
 



































































Oligonukleotide (Primer der semiquantitativen PCR) 






























Oligonukleotide (Primer für die quantitative SYBR-Green PCR 
Folgende primer wurden zur Quantifizierung der Chlamydien-DNA verwendet. Ein Abgleich mit 
GAPDH-spezifischen primern wurde jeweils aus der entsprechenden Gesamt-RNA-
Aufreinigung durchgeführt. 
Primer Sequenz 
16s rRNA C.p. revers 5′-ACCTTCCGGTAGGGCTACCTT-3′ 
16s rRNA C.p. FW 5‘-GGCGCCTCTCTCCTATAAATAGG-3‘ 
16s rRNA C.p. RV 5‘-ATGTGGATGGTCTCAACCCCAT-3‘ 
hGAPDH FW 5’-CCTGGCCAAGGTCATCCATG-3’ 
hGAPDH RV 5’-GGAAGGCCATGCCAGTGA GC-3’ 
 
6.8. Antikörper  
Primärantikörper   Herkunft    Hersteller 
anti Aktin   Ziege    Santa Cruz, California U.S.A. 
anti ERK-2   Maus    Santa Cruz, California U.S.A. 
anti FAK       Santa Cruz, California U.S.A. 
anti-IRF3(c20)  Ziege           Santa Cruz, California U.S.A. 
anti-IRF7 (H-246)  Kaninchen   Santa Cruz, California U.S.A. 
anti-MAVS (IPS-1)  Kaninchen   Santa Cruz, California U.S.A. 
anti-NLRX1   Kaninchen   Proteintech, Chicago, U.S.A. 
anti-NOD9 (NOD9 (D-14) Ziege    Santa Cruz, California U.S.A. 
anti-Pin-1   Kaninchen   Cell signaling   
anti-p65   Kaninchen   Santa Cruz, California U.S.A. 
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Sekundärantikörper für Blot-Analysen/Konfokalmikroskopie 
anti Kaninchen (S21)  IRDye 800  Ziege    Firma LI-COR Biosciences,  
        Bad Homburg 
anti Maus  (S15)  IRDye 800  Ziege   Firma LI-COR Biosciences,  
Bad Homburg 
anti Ziege (S24) IRDye  800  Esel   Firma LI-COR Biosciences,  
        Bad Homburg  
    
Die Primärantikörper wurden zum größten Teil in einer Verdünnung von 1:1000, die 
Sekundärantikörper in einer Verdünnung von 1:2000 eingesetzt. Als Verdünnungspuffer wurde 
ein Blockpuffer der Firma Licor Bioscience 1:1 in PBS, bzw. 5 % Milchpulver in PBS 
verwendet. 
Chlamydien-spezifischer Antikörper und Färbereagenzien 
anti-Chlamydia-LPS mAb (Maus)  DAKO Cytomation, 
Cambridgeshire 
anti-C. pneumoniae (Maus)  Santa Cruz, Kalifornien, 
U.S.A. 
anti-fluorscein/oregon Green rabbit IgG     Invitrogen, Karlsruhe 
anti-mouse ALEXA Fluor 488 conjugated”    Invitrogen, Karlsruhe 
ALEXA Fluor 546 Phalloidin     Invitrogen, Karlsruhe 
Bromphenolblau  Pharmacia Biotech AB, 
Uppsala, Schweden 
Ponceau-S-Proteinfärbung 
Ponceau-S    1 g    Merck, Darmstadt 
Eisessig    50 ml    Merck, Darmstadt 




Der Chlamydophila  pneumoniae-Stamm CWL029 (ATCC VR-1310) wurde freundlicherweise 
vom Institut für Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universität zu Lübeck, 
Molekulare Diagnostik, zur weiteren Anzucht zur Verfügung gestellt. Der Chlamydia 
trachomatis-Stamm CTK, Serovar K wurde dem Labor freundlichst von J.G. Kuipers, Institut für 
Rheumatologie der medizinischen Hochschule Hannover überlassen. 
6.10. Zellen und Zellmedien 
Die verwendeten Endothelzellen wurden aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC) gewonnen 
(Jaffe, E. A. et al., 1973), welche freundlicherweise von der Gynäkologie  des  Humboldt-
Klinikums in Berlin-Reinickendorf zur Verfügung gestellt wurden. 
Die HEp-2-Zellen (human, Caucasian, larynx, carcinoma; American Type Culture Collection) 
wurden uns freundlicherweise vom Max-Planck-Institut für Infektionsbiologie (Arbeitsgruppe 
Prof. T.F. Meyer) zur Verfügung gestellt. Bei HEp-2-Zellen handelt es sich um Karzinomzellen 
des Mundbodens die ein Plattenepithel ausbilden. 
Die Wildtyp-Zellen wurden aus dem Knochenmark des Mausstammes  Wt C57BL/6 (Jackson 
Laboratories; Bar Harbor, ME)  isoliert. Die NLRX1-defizienten murinen 
Knochenmarksmakrophagen wurden freundlicherweise von Dr. Olaf Gross vom Biochemischen 










Endothel Basal Medium  500 ml   PAA, Cölbe 
Penicillin/Streptomycin (100x) 7 ml   PAA, Cölbe 
Glutamin (100x)   5 ml   Gibco, Karlsruhe 
FCS*     50 ml   Gibco, Karlsruhe 
Amphotericin B (500x)  200 µl   Roche, Grenzach-Wyhlen 
EGF (25 µg/ml)   100 µl   Gibco, Karlsruhe 
ECGM     10 %   Promo Cell, Heidelberg 
* Das für die Zellkulturmedien verwendete FCS wurde für eine Dauer von 30 Minuten bei  
56 °C zur Inaktivierung inkubiert. 
HUVEC-Infektionsmedium 1% FCS, 5%FCS 
Endothel Basal Medium   500 ml   PAA, Cölbe 
FCS     1 %/5 %  Gibco, Karlsruhe 
Glutamin (100x)   5 ml   Gibco, Karlsruhe 
HEp-2-2-Anzuchtmedium 
EARLE’S MEM   500 ml   PAA, Cölbe 
Hitzeinaktiviertes FCS  50 ml   Gibco, Karlsruhe 
L-Glutamin    5 ml   Gibco, Karlsruhe 
Nicht essentielle Aminosäuren 5 ml   Gibco, Karlsruhe 
Gentamycin    500 µl   Sigma, München 




EARLE’S MEM   500 ml   PAA, Cölbe   
L-Glutamin    5 ml   Gibco, Karlsruhe 
Nicht essentielle Aminosäuren 5 ml   Gibco, Karlsruhe 
Cyclohexamid   500 µl   Sigma, München 
BMM-Anzuchtmedium  
RPMI 1640       Gibco, Karlsruhe   
20 % FCS,       Gibco, Karlsruhe 
30 % L-Zell-Überstände     laborintern produziert 
1 % Penicillin-Streptomycin     PAA, Cölbe    
BMM-Kulturmedium 
RPMI 1640        Gibco, Karlsruhe  
10 % FCS        Gibco, Karlsruhe 





7.1.   Kultivierung von Zellen 
Alle Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten an einem Arbeitsplatz der Sicherheitsstufe S2 unter 
sterilen Bedingungen an einer Reinraumwerkbank mit autoklavierten oder heissluftsterilisierten 
Materialien, bzw. Geräten oder steril filtrierten Lösungen. Alle mit humanem oder transfiziertem 
Zellmaterial in Kontakt getretenen Materialien oder Geräte wurden anschließend mit dem 
Schnelldesinfektionsmittel Deskosept® desinfiziert. Die Zellen wurden in einem CO2-
Begasungsbrutschrank im offenen System bei 37 °C mit 5 % CO2 und einer relativen 
Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Alle Medien und Lösungen wurden vor Verwendung auf 37 
°C im Wasserbad vorgewärmt. 
7.1.1. Gewinnung von human umbilical cord vein endothelial cells (HUVEC) 
Endothelzellen wurden aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC) gewonnen (Jaffe, E. A. et al., 
1973). Dazu wurden die Nabelschnüre nach Trennung von der Plazenta bei 4°C aufbewahrt. Mit 
einer sterilen Klemme erfolgte die Sondierung der Vene, anschließend wurden mit einer sterilen 
Mullkompresse und durch Spülen mit 20 ml sterilem H/H+/+ die Blutrückstände entfernt. Zur 
Ablösung der Endothelzellen wurde die Vene mit einer Nabelschnurklemme verschLossen und 
mit 0,025 % Worthington CLS Typ II bei 37°C für 20 min inkubiert. Nach Ablassen der 
Collagenase aus den  Nabelschnüren in ein 50 ml Röhrchen mit 1ml FCS erfolgte ein 
Waschschritt mit 20-25 ml Waschmedium (Medium 199), welches ebenfalls im gleichen 
Röhrchen aufgefangen wurde. Dann wurden die Endothelzellen pellettiert (10 min bei 300 g) 
und der Überstand verworfen. Unter den sterilen Arbeitsbedingungen einer Reinraumwerkbank 
wurde das Zell-Pellet in 15 ml Aufzuchtmedium resuspendiert.  
7.1.2. Kultivierung der HUVEC  
Die Kultivierung der Zellen in einer mit Gelatine beschichteten und mit 15ml Anzuchtmedium 
versehenen T75-Zellkulturflasche erfolgt bei 37°C, 5 % CO2 und 99 % relativer Luftfeuchtigkeit 
im Brutschrank. Das Kulturmedium wurde alle zwei Tage erneuert. Nach 2 bis 4 Tagen 
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erreichten die Endothelzellen vollständige Konfluenz. Zunächst wurde das Medium verworfen 
und einmal mit PBS (ohne Ca2+/Mg2+) gespült. Pro Flasche wurden 2 ml Trypsin (0,5 %)/EDTA 
(0,2 %) hinzupipettiert und die Zellkultur für ca. 5 min im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Noch 
haftende Zellen wurden durch Beklopfen der Flaschenunterseite abgelöst. Die Suspendierung der 
Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert. Es folgte eine Zugabe von 7 ml HUVEC-
Kulturmedium und nach Aufnahme der Zellsuspension wurden jeweils 3 ml in eine vorher mit 
Gelatine beschichtete T75-Kulturflasche pipettiert. Nach Hinzugabe von je 7 ml HUVEC-
Kulturmedium wurden die Zellen in einem Brutschrank (s.o.) weiterhin bis zur Verwendung 
kultiviert. In die für den ELISA verwendeten 24-well-Platten, wurden die Zellen aus konfluenten 
T75-Kulturflaschen 1:1 mit HUVEC-Kulturmedium verdünnt. Vor der Zugabe von jeweils 500 
µl der Verdünnung  wurden die wells mit Gelatine  beschichtet. 
7.1.3. Kultivierung von HEp-2-Zellen (humane Epithelzellen) 
Für die Chlamydienkultur und die Reinfektionsexperimente wurden HEp-2-Zellen verwendet. 
Diese Epithelzelllinie wurde ursprünglich aus einem Larynxkarzinom isoliert. Die HEp-2-Zellen 
wurden in Wachstumsmedium bei 37°C und 5 % CO2 in 75 cm2-Zellkulturflaschen kultiviert und 
alle 3 Tage im subkonfluenten Stadium passagiert. Dazu wurden die Zellen mit sterilem PBS 
gewaschen und durch Zugabe von 1ml Trypsin/EDTA für 5-10 min abgelöst. Die Zellsuspension 
wurde mit 5-fachem Volumen Wachstumsmedium zur Inaktivierung des Trypsins verdünnt und 
mit je 12 ml Medium auf neue Zellkulturflaschen verteilt. 
7.1.4.  Gewinnung von murinem Knochenmarksmakrophagen 
Murine Knochenmarksmakrophagen wurden aus dem Femur und der Tibia von Mäusen isoliert. 
Die Knochen wurden gereinigt, mit 70 % Ethanol desinfiziert und im Anschluss an einen 
Waschschritt mit RPMI-Medium, mit Hilfe eines Mörsers zerkleinert. Die Zellen wurden auf 
einen „cell strainer“ (70 µm) pipettiert und bei 150 g für 10 min zentrifugiert. Im Anschluss 
wurden die Zellen dann entweder bei –80°C (in FCS mit 10 % DMSO) in Kryotubes 
weggefroren (Zelldichte: 1x107) oder zur Weiterverwendung in 10 ml Kulturmedium in 
Optilux™ Petri-Schalen ausgesäät. 
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7.1.5. Kultivierung muriner Knochenmarksmakrophagen 
Die isolierten und in Platten augesääten Makrophagen wurden mit einer Zugabe von 10 ml 
Anzuchtmedium nach dem 4. Tag 7-10 Tage bei 37°C inkubiert und ancshließend mit eiskaltem 
PBS/EDTA (2 mM) abgelöst, gewaschen und nach der Auszählung in einer Zelldichte von 4x 
105/ml in das gewünschte Zellkulturformat (6-/24-/12/-well) ausplattiert. 
7.2. Bakterienkultur 
7.2.1. Chlamydien-Anzucht 
Angezüchtete HEp-2-Zellen wurden mit den Verdünnungen 1:50 und 1:200 mit CWL029 
infiziert und anschließend 60 min bei 800 g und 37°C zentrifugiert. Es erfolgte eine Inkubation 
im Brutschrank bei 37°C für 3-4 Tage. Die infizierten Zellen wurden dann von der 
Kulturflaschenoberfläche abgeschabt und in 50 ml Gefäßen mit 7,5 ml Glasperlen bei –80°C 
eingefroren. 
7.2.2. Chlamydien-Aufreinigung 
Die aufgetauten Chlamydien-Kulturen wurden, zur Zerstörung der HEp-2-Zellen 5 min unter 
Beimischung von Glasperlen kräftig geschüttelt. Anschließend wurden die Zelltrümmer durch 5 
minütige Zentrifugation abgetrennt. Der Überstand wurde wiederum bei 4°C 1 h bei 20000 g 
zentrifugiert. Die Resuspendierung des entstandenen Zellpellets erfolgte in 1 ml SPG-Puffer. 
Anschließend wurden die Proben in Kryoröhrchen zu je 100 µl pipettiert. Die Lagerung der 
Chlamydien erfolgte bei –80°C. 
7.2.3. Chlamydien-Anfärbung mittels eines FITC-markierten Antikörpers 
In einer 24-well-Platte wurden entsprechende Zellen mit Chlamydien infiziert. Nach einer 
Inkubationszeit von 24 h erfolgte die Anfärbung der Chlamydien einschließlich der infizierten 
Zellen mit einem FITC-markierten Antikörper. Nach dem Absaugen des Mediums wurden ca. 
200 µl eines Methanol-Aceton-Gemisches (1:1, gelagert bei –20°C) auf Glasplättchen (in 24 -
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well-Platten) hinzupipettiert. Anschließend erfolgte eine 10 minütige Inkubation bei –20°C. 
Nach zweimaligem Waschen  mit PBS wurden  20 µl eines FITC-markierten anti-
c(chlamydiales-) LPS-Antikörpers (DAKO, Imagen; 1:50 in 0,01 % Evans-Blau-Lsg. + 0,1 % 
FCS) auf die Plättchen pipettiert und wiederum 30 min in einer  feuchten Kammer inkubiert. 
Nach 2 Waschschritten mit PBS erfolgte eine Phalloidin-Färbung der  Zellen und anschließend 
eine Fixierung der Proben mit Eindeckelmedium auf einem Objektträger. 
7.2.4. Chlamydien-Anfärbung mittels eines nicht markierten Antikörpers 
In einer 24-well-Platte wurden die zuvor auf Glasplättchen ausgesäten Zellen mit Chlamydien 
infiziert. Nach einer Inkubationszeit erfolgte die Anfärbung der Chlamydien. Nach dem 
Absaugen des Mediums wurden zur Fixierung der Zellen  ca. 200 µl 3 % PFA (Paraformaldehyd 
in Verdünnungsmedium) auf die Glasplättchen (in 24-well-Platten) pipettiert und 20 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgten drei Waschschritte für jeweils fünf Minuten 
mit PBS. Eine Permeabilisierung der Zellen wurde mit 1 % Triton für 15 min bei 
Raumtemperatur durchgeführt. Anschließend erfolgten erneut drei Waschschritte mit PBS. Um 
unspezifische Bindungstellen zu blockieren, wurde eine Inkubation für 30 min. mit 5 % 
Ziegenserum durchgeführt. Für die Färbung der Chlamydien wurde zunächst ein monoklonaler 
Mausantikörper der Firma Santa Cruz verwendet (C. pneumoniae (165): sc-57665). Dieser 
wurde in einer Verdünnung von 1:50 (in Verdünnungsmedium) für eine Stunde auf die Zellen 
gegeben. Nach erneuten Waschschritten wurde der fluoreszenzmarkierte (goat anti-mouse 
ALEXA FLUOR 488) Sekundärantikörper für eine Stunde bei Raumtemperatur auf die Zellen 
pipettiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte dann eine Fixierung der Proben mit 
Eindeckelmedium auf dem Objektträger. 
7.2.5. Stimulation von HUVEC-Zellen mit C. pneumoniae 
Für die Stimulationsversuche mit HUVEC-Zellen wurden konfluente T75-Kulturflaschen mit 5 x 
106 Zellen in 2 bis 4 Tagen herangezüchtet und mit Chlamydien infiziert. Hierzu wurden die 
Zellkulturplatten 30 min bei 800 g und 37°C zentrifugiert. Es wurden unterschiedliche MOIs 
verwendet (0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10) oder eine Zeitreihe durchgeführt (0 h, 0,5 h, 1 h, 2 h, 3 h, 6 




Für eine Hitzeinaktivierung der Chlamydien wurden diese 10 min bei 90°C inkubiert, eine 
Inaktivierung durch UV-Strahlung erfolgte für 10 bzw. 30 min mit einem Crosslinker der Firma 
Hoefer (UVC500, 5 x 8W 254 nm UV) bei 800 µJ/cm². 
7.2.7. Reinfektionsexperimente in HEp-2-Zellen 
Im Rahmen der Reinfektionsexperimente in HEp-2-Zellen wurden unbehandelte und mit C. 
pneumoniae-infizierte Zellen mit PBS gewaschen, im Medium abgelöst und 5min mit 
Glaskügelchen gevortext. Die so enstandenen Zelllysate inklusive der freigesetzten Bakterien 
wurden zur Abtrennung der Zelltrümmer zentrifugiert (500 g) und anschließend für eine 
Infektion der auf Glasplättchen ausgesääten HEp-2-Zellen verwendet (10 % des Überstandes). 
Nach 48 h Infektion wurden die Zellen mit PFA fixiert und wie oben beschrieben mit einem 
Antikörper gegen chlamydiales LPS inkubiert. Anschließend erfolgte eine Auszählung der 
chlamydialen Einschlusskörper mit Hilfe des konfokalen Laserscanmikroskopes. 
7.3.  Molekularbiologische Arbeitsmethoden 
7.3.1. RNA-Isolation (RNeasy®, Qiagen; PerfectPure RNA Tissue Kit, 5’prime) 
Für die Isolation der Gesamt-RNA wurde das Medium über den Zellen abgesaugt und es erfolgte 
ein Waschschritt mit PBS. Das Ablösen der Zellen wurde in 700 µl Lysepuffer RLT (RNeasy®, 
Qiagen; Hilden) + 1 % ß-Mercaptoethanol, bzw. in 400 µl Lysepuffer (PerfectPure RNA Tissue 
Kit, 5’prime; Hamburg) mit einem Zellscraper durchgeführt. Die RNA-Isolation erfolgte dann 
mit Hilfe der Kits inklusive eines DNA-Verdaus, je nach Angaben des Herstellers. Die RNA 
wurde in 30 bis 80 µl Puffer eluiert und zur Konzentrationsbestimmung bei 260 nm in einer 
Verdünnung von 1:100 im Spektralphotometer gemessen. Die entstandene Gesamt-RNA wurde 
in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und bis zur Verwendung bei –80°C gelagert. 
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7.3.2. RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion) 
Die Umschreibung der gesamten isolierten RNA in cDNA erfolgte mit dem „High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit“ der Firma Applied Biosystems nach Angaben des 
Herstellerprotokolls. 
Die Umschreibung der isolierten Chlamydien-RNA erfolgte mit dem „High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit“ der Firma Applied Biosystems nach Angaben des 
Herstellerprotokolls unter Verwendung eines Chlamydien-spezifischen primers  
(16srRNA: 5‘-ACCTTCCGGTAGGGCTACCTT-3‘). 
7.3.3. Semiquantitative RT-PCR 
Die gewonnene cDNA wurde mit Hilfe einer Polymerasekettenreaktion in einem Cycler 
spezifisch amplifiziert. Für diese Reaktion wurden folgende Komponenten verwendet: 
Komponente Volumen für eine Probe Endkonzentration 
10 x Red Taq PCR Puffer 
(Sigma) 
15 µl 1 x 
dNTP Mix (Promega) 0,5 µl 200 µm 
10µM Primer Fw 0,25 µl 500 nM 
10µM Primer Rv 0,25 µl 500 nM 
cDNA 5 µl  
1U Red TaqTM DNA 
Polymerase (Sigma) 
1,0 µl 1,6 U 








Der Programmablauf der semiquantitativen PCR setzte sich wie folgt zusammen: 
Schritt Temperatur Dauer 










Extension 72°C 5 min 
7.3.4. Agarose-Gelelektrophorese und Gel-Dokumentation der semiquantitativen    RT-
PCR          
Die verschieden großen DNA-Fragmente wurden in einem Agarosegel nach Ihrer Größe 
aufgetrennt und durch Zusatz von Ethidiumbromid (1 µg/ml; Interkalierung zwischen 
benachbarten Basenpaaren der DNA) anschließend unter UV-Licht sichtbar gemacht. Es wurden 
1,5 %ige Agarosegele verwendet. Zum Lösen der Agarose in 1x TAE-Puffer wurde der Ansatz in 
der Mikrowelle aufgekocht bis keine Schlieren mehr sichtbar waren. Nach kurzem Abkühlen 
wurde Ethidiumbromid hinzu gegeben und das noch flüssige Gel in eine speziellen 
Elektrophorese-Kammer gegossen und auspolymerisiert. Es wurden 12 µl des Ladepuffers 
inklusive des PCR-Produktes sowie 5 µl eines Größenstandards (100 bp Marker, Roth, 
Karlsruhe) aufgetragen. Die elektrophoretischeAuftrennung erfolgte in 1 x TAE- Puffer bei 100 
V (konstant) für circa eine halbe Stunde. 
7.3.5. Quantitative PCR (Polymerase-Kettenreaktion) 
Quantitative PCR (TaqMan®) 
Für die quantitative PCR wurde das 7300 Real Time PCR System genutzt. TaqMan® Gene 
Expression Assays der Firma Applied Biosystems für IFNβ, NLRX1, ASC und GAPDH wurden 
verwendet um die cDNA zu amplifizieren. Die mRNA-Expression jedes Gens wurde an die 
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mRNA-Expression von GAPDH angeglichen. Jede Probe setzte sich folgendermaßen 
zusammen: 
Reagenz Menge der verwendeten Reagenzien  
(µ1/ Ansatz; Gesamtvolumen 20µl) 
TaqMan® Gene Expression Master Mix (2x) 10 µl 
TaqMan® Gene Expression Assays-on-
Demand (20 μM) 
0,5 µl 
Nuklease-freies Wasser 4,5 µl 
cDNA (Probe) 5 µl 
Die quantitative PCR verlief unter den folgenden Bedingungen: 50°C 2 min, 95°C 10 min, 40 x 
(95°C 15 s, 60°C 1 min). Zur Auswertung wurde die 7300 System Sequence Detection Software 
Version 1.4 verwendet. 
Folgende TaqMan® Gene Expression Assays-on-Demand (20 μM) von Applied Biossytems 





Quantitative PCR (SYBR® Green PCR) 
Für die quantitative PCR wurde das 7300 Real Time PCR System mit Hilfe eines SYBR® Green 
PCR Master Mix der Firma Applied Biosystems verwendet. Jede Probe setzte sich 
folgendermaßen zusammen: 
Reagenz Menge der verwendeten Reagenzien  
(µ1/ Ansatz; Gesamtvolumen 20µl) 
SYBR green Master Mix (2x) 10 µl 
Primer (stock: 10 µM) 0,2 µl 
Nuklease-freies Wasser 4,6 µl 
cDNA (Probe) 5 µl 
7.3.6. Transfektion (Nukleofektion mittels Amaxa™ Nucleofector™ ) 
Die Transfektion der HUVEC-Zellen mit siRNA wurde mit dem HUVEC Nucleofector Kit der 
Firma Amaxa (Lonza AG) durchgeführt. Vorbereitend  wurden 75 cm² Kulturflaschen mit 
HUVEC-Zellen angezüchtet. Die 80 bis 90 % konfluenten Zellen wurden mit 5 ml PBS 
gewaschen und anschließend trypsiniert. Die Reaktion wurde mit 15 bis 20 ml HUVEC-
Kulturmedium +1 % ECGM abgestoppt. Zur Bestimmung der  Zellzahl wurden die Zellen in 
Suspension mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Die optimale Zellzahl für die 
Nukleofektion liegt bei 1x106/100 µl. Eine entsprechende Menge der Zellsuspension wurde bei 
1200 rpm 5 min pelletiert. Für den Transfektionsvorgang wurde das Zellpellet in 100 µl 
NucleofectorTM Solution resuspendiert und 2 µg siRNA  (Kontrolle und Ziel-siRNA) 
hinzupipettiert. Die Transfektion erfolgte  in  sterilen Nucleofektionsküvetten nach Angaben des 
Herstellers. Anschließend wurde der Transfektionsansatz in vorgewärmtes Zellmedium gegeben 
und in  vorbereiteten Kulturflaschen bei 37°C im Brutschrank angezüchtet. 
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7.3.7. Transfektion (Lipofektion mittels HiPerFect® Transfektionsreagenz) 
Weitere Transfektionsversuche mit HUVEC-Zellen wurden mit dem Kit „HiPerFect® 
Transfection Reagent“ der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers (Protokoll für adhärente 
Zellen in 24-well-Platten) durchgeführt und anschließend 48 h bei 37°C im Brutschrank bis zur 
Infektion inkubiert. 
7.4.   Proteinbiochemische Methoden 
7.4.1.  Proteinextraktion und Proteinbestimmung  
Für die Proteinextraktion wurden die Zellen nach der Stimulation auf Eis mit  kaltem 
Phosphoprotein-Waschpuffer gewaschen. Anschließend erfolgte eine 10 minütige Zentrifugation 
bei 14000 rpm und 4°C. Der Überstand wurde abgenommen und bis zur Verwendung bei –80°C 
gelagert. 5 μl der so gewonnenen Proben wurden jeweils für die Proteinbestimmung nach 
Bradford eingesetzt. Die Bradford-Bestimmung erfolgte gemäß Herstelleranleitung (BioRad, 
München). Die photometrische Messung wurde bei 595 nm durchgeführt, welches das 
Absorptionsmaximum der proteingebundenen anionischen Form des Bradford-Farbstoffes an 
aromatische und basische Aminosäurereste darstellt. 
7.4.2.   SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)  
Die Proteine wurden auf ein 13 %iges SDS-Gel aufgetragen und es konnte mit einem 
rekombinanten Proteinmarker anhand der  Proteinauftrennung eine Größenbestimmung erfolgen. 
Dafür wurden die Glasplatten in eine Gießvorrichtung eingespannt und das Trenngel eingefüllt. 
Zum luftdichten Abschließen des Gels wurde eine Schicht Aqua dest. aufgetragen, die nach dem 
Auspolymerisieren wieder abgegossen wurde. Als oberste Schicht wurde ein Sammelgel 
gegossen, in welches Kämme eingeführt wurden, die als Platzhalter für 10 Geltaschen dienten. 
Nachdem auch das Sammelgel polymerisiert war, wurden die Glasplatten mit den Gelen in die 
Elektrophoresekammer eingespannt. Der Raum zwischen den Glasplatten wurde mit 
Gelelektrophoreselaufpuffer aufgefüllt und die Kämme vorsichtig gezogen. Vor dem Auftragen 
der Proteine auf das Gel wurden die Proben im Verhältnis 1:1 mit Gelladepuffer versetzt und 5 
min bei 95°C unter Schütteln erhitzt. Jeweils 40 bis 150 µg Gesamtprotein wurde nach dem 
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Abkühlen der Probe separat in je eine Geltasche aufgetragen. Ein Proteinmarker lief zur 
Größenkontrolle in jedem Gel parallel mit. Die Proben liefen für 1 bis 2 h im Gel bei  einer 
Spannung von 100 V. 
7.4.3. Immunoblot 
Das SDS-Gel wurde nach erfolgter Elektrophorese aus der Elektrophoresekammer entnommen 
und luftblasenfrei auf eine Hybond-Nitrozellulosemembran aufgelegt. Um die Trenngel-
Membranvorrichtung wurde ein Sandwich gebildet, in dem zwei puffergetränkte Lagen 3M-
Whatman-Filterpapiere je Seite und die Blotvorrichtung gemäß Herstellerangaben verwendet 
wurden. Zum Proteintransfer wurde das Sandwich in die Blotkammer eingesetzt und zusammen 
mit eiskaltem Blotpuffer bei 100 V und 4 °C für 1 h geblottet. Um den erfolgreichen Transfer  zu 
beurteilen, wurde die Membran reversibel mit Ponceau-S gefärbt. Anschließend wurde die 
Membran mit A. bidest. gewaschen, bis das Ponceau-S vollständig entfernt war. 
Zur Absättigung unspezifischer Bindungen wurde die Nitrozellulosemembran mit Blockpuffer 1 
h bei Raumtemperatur unter leichten Schwenkbewegungen inkubiert. Danach wurde die 
Membran über Nacht bei 4 °C mit dem entsprechenden primären Antikörper in Licor-
Blockpuffer (1:1 in PBS) inkubiert. Nach dreimaligem, jeweils fünfminütigem Waschen (PBS + 
0,1 % Tween20) wurde für 1 h bei Raumtemperatur ein gegen die Spezies des primären 
Antikörpers gerichteter sekundärer Antikörper eingesetzt. Die sekundären Antikörper wurden 
1:2000 in Blockpuffer verdünnt. Die sekundären Antikörper wurden durch zweimaliges Waschen 
mit PBS + 0,1 % Tween20 und ein einmaliges Waschen mit PBS von der Blotmembran entfernt. 
Die am primären Antikörper gebundenen mit IRDye800 oder Cy5.5 markierten sekundären 
Antikörper wurden mit einem speziellen lasergestützten Detektionssystem (Odyssee Infrared 
Imaging System) detektiert und mit einer entsprechenden Software nach den Herstellervorgaben 
bearbeitet. 
7.4.4.  Vorbehandlung von HUVECS mit humanem rekombinantem IFNß 
In 24-well-Platten wurden zu Beginn des Versuchs HUVEC mit 80 bis 95 %iger Konfluenz 
herangezüchtet. In  Endothel-Basal-Medium mit 5 % FCS erfolgte dann die Hinzugabe von 
rekombinantem humanem Interferon IFNβ1b (rhIFNβ1b) in einer Verdünnung von 1: 6400 (1000 
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IU). Jeweils 500 µl des so angereicherten Mediums wurden dann auf die Zellen gegeben. In 
einer Verdünnung von 1:540 erfolgte im Anschluss noch die Zugabe von rhIFNβ1a in jedes well. 
Nach 16 h Inkubationszeit konnten die Zellen mit verschiedenen MOIs von C. pneumoniae 
(MOI 0, 0,25, 0,5, 1, 2) infiziert werden. 
7.4.5. IFNβ ELISA 
Der IFNβ-ELISA wurde nach Herstellerangaben (Human Interferon-ß (HuIFNβ)-ELISA Kit-
Fujirebio INC, Tokyo) durchgeführt. Im Anschluss an die Infektion mit einer MOI von 3 in 24-
well-Platten konfluenter HUVEC erfolgte eine Zentrifugation bei 37°C und 800 rpm für eine 
Stunde. Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurden jeweils 100 µl der Mediumüberstände 
entnommen und nach weiteren 24 h wurde der gesamte Überstand abgenommen. Jeweils 100 µl 
wurden dann für den ELISA eingesetzt. 
7.4.6. Konfokalmikroskopie 
Die auf Glasplättchen in 24-well-Zellkulturschalen ausgesäten Zellen wurden nach Ablauf der 
Stimulationszeit  zweimal mit PBS gewaschen, mit 200 µl/well 3 %igem PFA 20 min bei 
Raumtemperatur fixiert und nach dreimaligem Waschen mit PBS für 5 min mit mit 1 %igem 
Triton (200 µl/well) 15 min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Anschließend wurden die 
Zellen erneut dreimal 5 min mit PBS gewaschen und mit 5%igem Ziegenserum (200 µl/well) 30 
min bei Raumtemperatur geblockt.  Zum Färben der Proteine  wurden der primäre Antikörper 
(200 µl/well) in einer entsprechenden Verdünnung in die Wellen pipettiert und 1h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem, jeweils fünfminütigem Waschen mit PBS wurde 
ein, gegen die Spezies des primären Antikörpers gerichteter, sekundärer Antikörper in einer 
Verdünnung von 1:8000 bis 1:10000 eingesetzt. Der sekundäre Antikörper wurde, durch 
dreimaligem waschen mit PBS entfernt und bei Bedarf, zur Abfärbung des zellulären Aktins mit 
Phalloidin ALEXA Fluor 546 (200 µl/well) in einer Verdünnung von 1:400 für 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach einem letzten Waschschritt mit PBS wurden die Glasplättchen 
auf Objektträger mit Eindeckelmedium fixiert und und bis zum Mikroskopieren, mit Hilfe eines 
konfokalen Laserscanmikroskops, bei 4°C gelagert. 
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7.4.7. Messung intrazellulärer Sauerstoffradikale 
Die Messung gebildteter Sauesrstoffradikale erfolgte unter anderem mit Hilfe der quantitativen 
Chemolumineszenz in einem Luminometer. Die abgelösten Zellen wurden hierfür mit 10 mM 
Luminol und einer Einheit HRP (engl.: „horse raddish poeroxidase“) pro gemessener Probe 
versetzt und nach 5 s Inkubation im Luminometer gemessen. Die Angabe der Lumineszenz 
erfolgte in RLU (engl.: „relative light units“). 
Die Messung intrazellulärer Sauerstoffradikale erfolgte mit Hilfe des „Reactive Oxygen Species 
(ROS) Detection Reagents“  nach Angaben des Herstellers (Molecular probes®, Invitrogen). Die 
Zellen wurden für 30 min mit 5 µM H2DCFDA in PBS bei 37 °C inkubiert mit Hilfe von 
Trypsin, bzw. PBS/EDTA abgelöst, und anschließend zentrifugiert und in FACS-Puffer  (1 % 
FCS, 1 mM EDTA in PBS) resuspendiert. Mit Hilfe eines Durchflußzytometers wurde 
nachfolgend die Fluoreszenzintensität gemessen. Die Auswertung der ROS-Messung erfolgte mit 
Hilze des FACS-Analyse-Programms Flow Jo.  
Für die Bestimmung der mitochondrialen Superoxide wurde das Kit MitoSOX™ (engl.: „Red 
mitochondrial superoxide indicator“; Molecular probes®, Invitrogen) nach Angaben des 
Herstellers verwendet. Die Zellen wurden für 10 min. mit 5 µM MitoSOX™ in PBS inkubiert, 
anschließend gewaschen und mit Hilfe von Trypsin oder EDTA abgelöst. Die anschließend 
zentrifugierten Zellen wurden in FACS-Puffer resuspendiert und durchflusszytometrisch 
analysiert. Eine weitere Färbung für 10 min mit 5 µM Mitotracker green FM (Molecular 
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